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Zusammenfassung
Die Anwendung von Steroiden im Sport stellt grundsätzlich einen Dopingver-
stoß dar. In der Dopinganalytik werden natürliche 13C/12C-Verhältnisse zur
Herkunftsbestimmung urinärer Steroide herangezogen.
Für die Beurteilung dieser Daten werden daher Referenzwerte benötigt. Dar-
über hinaus ist die Kenntnis physiologischer Faktoren, welche in der Lage sind,
die 13C/12C-Verhältnisse von endogenen Steroiden zu beeinflussen unabding-
bar. Innerhalb einer Referenzpopulation konnten die folgenden Faktoren iden-
tifiziert werden.
• Zwischen den 13C/12C-Verhältnissen unterschiedlicher endogener Ste-
roide bestehen signifikante Unterschiede. Insbesondere sind 5β-Steroide
tendenziell 13C-abgereichert.
• Das Geschlecht besitzt eine signifikante Wechselwirkung mit den 13C/12C-
Verhältnissen unterschiedlicher endogener Steroide.
• Bei Frauen werden die 13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide durch
Ovulationshemmer signifikant reduziert.
• Bei Vegetariern besteht gleichfalls eine signifikante Wechselwirkung,
wobei speziell das Etiocholanolon 13C-abgereichert wird.
• Ansteigende Trainingshäufigkeiten bewirken einen allgemeinen Anstieg
der 13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide.
• Der wesentliche Faktor für die 13C/12C-Verhältnisse der endogenen Ste-
roide ist offenbar die Zusammensetzung der Ernährung. Dies kommt
nach Fernreisen in Gegenden mit hohem Beiträgen von sogenannten C4-
Pflanzen zur Ernährung besonders stark zum Ausdruck.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde gezielt der Einfluss der limitieren-
den Reaktion beim Steroidabbau untersucht.
• Mindestens die 5β-Reduktion des A-Rings übt offenbar einen starken ki-
netischen Isotopeneffekt aus, was zu einer flussratenabhängigen 13C/12C-
Fraktionierung zwischen dem 5α- und dem 5β-Weg des Steroidabbaus
führt.
ii
Der Einfluss der Ernährung wurde durch systematische Erhöhung des Beitrags
von C4-Pflanzen zur Ernährung untersucht.
• Unterschiedliche Steroide können unterschiedliche Austauschraten be-
sitzen. Daher kann es zwischen verschiedenen Steroiden zeitweilig zu
einer Vergrößerung der Differenzen der 13C/12C-Verhältnisse kommen.
• Dies könnte prinzipiell fälschlich im Sinne eines Dopingverstoßes ge-
wertet werden, in der Regel werden kritische Referenzlimits aber nicht
erreicht.
• Bezüglich der 13C/12C-Kinetiken endogener Steroide existieren deutli-
che interindividuelle Unterschiede.
• Vermutlich kontrolliert HMG-CoA–Reduktase wesentlich die 13C/12C-
Verhältnisse endogener Steroide.
• Nahrungscholesterol dient offenbar nicht als Präkursor für Steroidhor-
mone.
Abstract
The application of steroids in sport is fundamentally considered a doping of-
fense. In doping control, 13C/12C ratios at natural abundance are employed to
perform source assignment of urinary steroids.
Hence, reference values are required to evaluate corresponding data. Moreover,
knowledge of physiological factors which may take effect on 13C/12C-ratios
of endogenous steroids is indispensable. Within a reference population, the
following factors could be identified.
• Significant differences exist between 13C/12C-ratios of different steroids.
In particular, 5β-steroids tend to be 13C-depleted.
• Sex shows significant interaction with the 13C/12C-ratios of different
endogenous steroids.
• In females, the 13C/12C-ratios of endogenous steroids are significantly
depleted by hormonal contraceptives.
• Similarly, a significant interaction effect was observed in vegetarians,
where in particular etiocholanolone was 13C-depleted.
• A general increase of 13C/12C-ratios is induced at increasing exercise
frequencies.
• Apparently, the pivotal factor for the values of 13C/12C-ratios of en-
dogenous steroids is given by the composition of diet. In particular, this
became obvious following journeys into regions with large dietary pro-
portions of so-called C4 plants
Based on these results, possible effects of the rate limiting step in steroid
metabolism was investigated.
• At least the 5β-reduction of the A-ring is accompanied by a signifi-
cant kinetic isotope effect. This results in a rate dependent 13C/12C-
fractionation between the 5α- and the 5β-pathways of steroid metabolism.
The possible effects of dietary composition were investigated by systematic
enhancement of the proportions of C4-plants in the diet.
iv
• Different steroids may exhibit different exchange rates. Consequently,
this may result in a temporary increase of the differences between the
13C/12C-ratios of different steroids.
• In principle, this falsely could be perceived as the result of a doping
offense. However, critical reference limits are generally not exceeded.
• The 13C/12C-kinetics of endogenous steroids exhibit significant differ-
ences between individuals.
• Presumably, HMG-CoA–reductase largely controls the 13C/12C-ratios
of endogenous steroids.
• Dietary cholesterol is unlikely to represent a precursor for steroid hor-
mones.
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Teil I
Einleitung

1 Hintergrund und
Fragestellungen
Testosteron ist das bedeutendste männliche Sexualhormon. Es ist insbesondere
für die Entwicklung der männlichen Geschlechtsmerkmale (androgene Wir-
kung), sowie für das Wachstum der Muskulatur verantwortlich (anabole Wir-
kung) [112].
In manchen Situationen kann die Verabreichung von synthetischem Testoste-
ron für medizinische Zwecke indiziert sein [19,88,113]. Speziell wird seit eini-
ger Zeit eine Hormonersatztherapie beim alternden Mann diskutiert [87, 104].
Dagegen ist die Anwendung von Testosteron im offiziellen Wettkampfsport
nicht zulässig und wird grundsätzlich als Dopingverstoß geahndet [162]. Es
stellt jedoch vermutlich eine der am häufigsten missbrauchten Substanzen im
Sport dar [22]. Die Attraktivität dieses Steroids für Athleten ergibt sich of-
fensichtlich aus seiner anabolen Wirkung. Darüber hinaus dürften psychotrope
Effekte eine Rolle spielen.
Um einzelne, unerwünschte Wirkungen zu unterdrücken, bzw. um speziell die
anabole Wirkung noch zu verstärken, ist die Struktur des Testosterons viel-
fach chemisch modifiziert worden [121]. Allerdings sind diese allgemein als
“Anabolika” bezeichneten Xenobiotica inzwischen vergleichsweise leicht und
über lange Zeiträume mittels massenspektrometrischer Methoden nachzuwei-
sen. Demgegenüber kann synthetisches, bzw. exogenes Testosteron selbst nicht
unmittelbar vom endogenen Hormon unterschieden werden. Dies, und die Tat-
sache, dass Nebenwirkungen im Gegensatz zu vielen Anabolika weniger stark
ausgeprägt sind, erklären zusätzlich das beachtliche Missbrauchspotenzial.
Die Zufuhr von Testosteron führt mindestens vorübergehend zu einem Anstieg
seiner Konzentration im Blut und im Urin. Das Gleiche gilt für seine Metaboli-
ten. U. a. um den Nachweis des Testosteronmissbrauchs zu ermöglichen, wur-
den daher Referenzbereiche für verschiedene Steroidhormone und ihre Meta-
boliten im Urin etabliert [132]. Besonders aussagekräftig sind dabei bestimmte
Quotienten. Vor allem der Testosteron/Epitestosteron-Quotient (T/Epit) wur-
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de lange Zeit als kritischer Indikator für die Anwendung von Testosteron be-
nutzt [37, 169]. Epitestosteron ist ein biologisch weitgehend inaktives Isomer
des Testosterons.
Der Zusammenhang von Testosterongabe und erhöhten T/Epit-Quotienten im
Urin ist grundsätzlich unstrittig. Allerdings gibt es eine beträchtliche interindi-
viduelle Varianz, sowie eine Vielzahl von physiologischen Faktoren, die diesen
Parameter systematisch beeinflussen können [90]. Hierunter z. B. der Konsum
von Ethanol [40,89]. Ferner existieren ethnische Unterschiede in den Basalwer-
ten [73], die teilweise auf genetische Polymorphismen zurückzuführen sind,
die den Phase-II-Metabolismus betreffen [145].
Daher sind auffällige Testosteronkonzentrationen oder T/EpiT-Quotienten im
Urin nicht mit Notwendigkeit auf die Gegenwart von exogenem Testosteron
zurückzuführen. Eine zwingende Beweisführung bleibt aufgrund der physiolo-
gischen und statistischen Natur dieser Daten stets problematisch.
Im Jahre 1994 konnten BECCHI et al. erstmals zeigen, dass das Verhältnis
der Kohlenstoffisotope 13C und 12C verwendet werden kann, um syntheti-
sches Testosteron von natürlichem zu unterscheiden [9]. Allgemein, jedoch
nicht immer, zeichnen sich synthetische Steroide durch eine 13C-Abreicherung
aus [20,53,156]. Wie im Abschnitt 2.4 dargestellt wird, kann das 13C/12C-Ver-
hältnis in biologischem Material für bestimmte Quellen, bzw. Prozesse sehr
charakteristisch sein. Dieses Phänomen ist im Prinzip seit langem bekannt. Je-
doch ermöglichten es erst erhebliche Fortschritte in der Messmethodik, die in
der Routinedopinganalytik erforderlichen geringen Probenmengen zu analy-
sieren (s. Abschnitt 4.2).
Die Einführung der Isotopenanalyse zur Herkunftsbestimmung von Steroiden
im Urin kann aus heutiger Sicht als wesentlicher Durchbruch für die Dopinga-
nalytik gewertet werden. Im Anschluss an die bahnbrechende Arbeit von BEC-
CHI et al. wurde diese Methode erheblich verbessert, vereinfacht und auf ver-
schiedene Analyten aus dem Androgen-Metabolismus ausgedehnt [2–6, 147].
Die 13C/12C-Analyse von Testosteron und seinen Metaboliten ermöglicht es
daher in vielen Fällen die Gabe von synthetischem Testosteron, oder auch von
entsprechenden Prohormonen eindeutig nachzuweisen. In der Praxis werden
hierzu die 13C/12C-Verhältnisse der Zielanalyten mit denjenigen von endoge-
nen Steroiden aus einem unabhängigen Stoffwechselweg verglichen [161].
Auch bei den 13C/12C-Verhältnissen endogener Verbindungen handelt es sich
aber um physiologische Parameter, die eine natürliche Varianz aufweisen. Da-
mit liegt grundsätzlich eine ähnliche Problematik vor, wie beim T/Epit-Quo-
3tienten. Unbedingte Voraussetzung für die Interpretation von 13C/12C-Ver-
hältnissen sind daher Referenzwerte. Da Referenzwerte, bzw. -limits aber stets
durch Referenzindividuen ermittelt werden, kann lediglich die Spezifität, nicht
aber die Sensitivität eines gegebenen Verfahrens abgeschätzt werden. Refe-
renzwerte müssen daher als notwendiges, können aber nicht als hinreichendes
Kriterium für die Beurteilung einer fraglichen Probe betrachtet werden. Daher
stellt sich auch die Frage nach der Formulierung geeigneter Grenzwerte. Ein
möglicher Ansatz basiert auf der Dekonvolution der empirischen Verteilung
von Routinedaten und BAYES’scher Klassifikation [48].
Die 13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide können theoretisch durch viel-
fältige Faktoren beeinflusst werden. Trotz der offensichtlichen Relevanz für die
Dopinganalytik, sind mögliche Einflussgrößen aber bislang kaum untersucht
worden. Über die Mechanismen, welche die 13C/12C-Verhältnisse von Stero-
len und Steroiden kontrollieren ist nur wenig bekannt. Offensichtlich müssen
die 13C/12C-Verhältnisse der Substrate, aus denen endogene Steroide synthe-
tisiert werden, eine entscheidende Rolle spielen. Zusätzlich kann es in meta-
bolischen Netzwerken stets zu Isotopenfraktionierungen kommen. Deren Um-
fang hängt von verschiedenen Faktoren ab. Neben enzymatischen Mechanis-
men, sind stets Limitierungen, Verzweigungen und Flussraten zu berücksichti-
gen [72]. In vivo unterliegen diese grundsätzlich homöostatischer Regulation,
und daher einer gewissen Dynamik.
Über die unmittelbare, praktische Bedeutung für forensische Zwecke hinaus,
ist die Aufklärung derartiger Phänomene von hohem wissenschaftlichen Inter-
esse. Für die vorliegende Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen bear-
beitet:
• Definition von Referenzbereichen für 13C/12C-Verhältnisse ausgewähl-
ter endogener Steroide (Abschnitt 5, S. 33 ff.).
• Identifizierung und Gewichtung von Faktoren, welche die 13C/12C-Ver-
hältnisse endogener Steroide kontrollieren (innerhalb der Referenzpopu-
lation: Abschnitte 5.3.4 und 5.3.5, S. 54 ff.).
• Abschätzung der 13C/12C-Fraktionierung während der Reduktion des
A-Rings, dem limitierendem Schritt beim Steroidabbau (Abschnitt 6, S.
77 ff.).
• Abschätzung der Austausch- und Syntheseraten von Steroiden aus ver-
schiedenen Geweben durch Umstellung auf 13C-angereicherte Ernäh-
rung (Abschnitt 7, S. 85 ff.). Dies ermöglicht es auch, mögliche Substra-
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te für die Steroidsynthese zu identifizieren, und deren Einfluss auf die
13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide abzuschätzen.
Teil II
Literaturbesprechung und
Theorie

2 Physikalische und
biochemische Grundlagen
2.1 Isotope des Kohlenstoffs
Kohlenstoff besitzt unter natürlichen Bedingungen drei Isotope: 12C, 13C und
14C. Bei 12C und 13C handelt es sich um stabile Nuklide, während 14C radio-
aktiv ist (τ1/2 ≈ 5970 a). Obwohl es in der Atmosphäre ständig aus 14N gebil-
det wird, kommt das durch die Verwendung für die archäologische Datierung
sehr bekannte 14C nur in Spuren vor. Es kann für die hier angestellten Betrach-
tungen vernachlässigt werden. Bei etwa 98,9% des Kohlenstoffs auf der Erde
handelt es sich um 12C, bei den verbleibenden 1,1% um 13C [28, 76, 127].
2.2 Skalen und Einheiten
Konventionell werden Isotopenverhältnisse durch Atom%, oder ibs. bei Mar-
kierungsstudien durch den Atom%-Überschuss (“atom percent excess”, APE)
ausgedrückt. Für die relativ geringen natürlichen Variationen von Isotopenver-
hältnissen ist diese Skala jedoch aus verschiedenen Gründen ungeeignet.
Daher hat sich hier weitgehend die sogenannte δ-Notation durchgesetzt:
δnE :=
nRSPL
nRSTD
− 1. (2.1)
Bei E handelt es sich um das untersuchte Element und bei n um die Mas-
senzahl des betrachteten Isotops. In der Regel ist dies das jeweils schwerere.
nRSPL ist das Isotopenverhältnis in der Probe und nRSTD das eines Standards.
nRSTD definiert damit den Nullpunkt der jeweiligen Skala. Für Kohlenstoff
ergibt sich mit 13R := 13C/12C:
δ13C :=
13RSPL
13RSTD
− 1. (2.2)
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Konventionell werden die so erhaltenen Werte abschließend mit 1000 multipli-
ziert. Dies beseitigt unsignifikante Stellen und motiviert, dass δ-Werte als “pro
mille” (h) ausgedrückt werden.
Unterschiede zwischen 13C/12C-Verhältnissen werden meistens einfach als
Differenzen von δ13C-Werten ausgedrückt. Hierfür hat sich allgemein die Be-
zeichnung “∆δ13C-Wert” durchgesetzt. Diese Rechenweise ist offensichtlich
nicht ganz korrekt. Eigentlich müsste aus den den δ13C-Werten entsprechenden
Werten von 13R wieder ein Quotient gebildet werden [27]. Die resultierenden
Ungenauigkeiten sind aber in der Praxis meistens vernachlässigbar.
Im Jahre 1957 wurde das 13C/12C-Verhältnis des kreidezeitlichen Fossils Be-
lemnitella americana von CRAIG mittels massenspektrometrischer Methoden
bestimmt [31]. CRAIG maß ein Verhältnis von 13C/12C = 0.0112372. Die ver-
wendeten Exemplare von B. americana wurden in der sogenannten Pee-Dee-
Formation gefunden. Daher wurde das Material als PDB (’Pee Dee Belemnite’)
abgekürzt.
Seither diente PDB als Bezugspunkt und Standard für die meisten Messungen
von stabilen Kohlenstoffisotopen [60, 65]. Inzwischen ist PDB allerdings er-
schöpft, sodass dieses Material selbst nicht mehr als Standard verwendet wer-
den kann [26]. Als sog. primärer Standard dient seither ein als NBS-19 be-
zeichnetes Karbonat [60, 65]. Dieses Material ist in großen Mengen verfügbar
und isotopisch hinreichend homogen, womit die entscheidenden Kriterien für
die Eignung als Standard erfüllt sind. Es definiert die sogenannte VPDB-Skala,
die so ausgelegt wurde, dass sich numerisch möglichst keine Änderungen ge-
genüber der alten PDB-Skala ergeben. Vereinbarungsgemäß besitzt NBS-19
einen δ13C-Wert von +1.95h gegenüber VPDB [29, 60, 66]. VPDB existiert
physikalisch nicht; es handelt sich um einen virtuellen Standard.
δ-Skalen sind aus verschiedenen Gründen nicht SI-konform [102,149]. Vor al-
lem bildet ein Wert auf einer δ-Skala eigentlich ein molares Verhältnis ab. Die-
ses müsste daher als Größe für Isotopenverhältnisse verwendet, und dement-
sprechend als dimensionslose Zahl mit der Einheit “1” ausgedrückt werden.
Dies setzt jedoch offensichtlich voraus, dass sich diese Größe überhaupt hinrei-
chend genau messen lässt. Natürliche Isotopenverhältnisse variieren aber häu-
fig in Bereichen unterhalb dieser Genauigkeit. Das 13C/12C-Verhältnis von
PDB hat, bzw. hatte z. B. eine Unsicherheit von etwa ±3×10−5 [31]. Auf
eine δ-Skala übertragen ergäben sich ca. ±2.7h. Dies liegt aber im Bereich
der z. B. in der vorliegenden Arbeit untersuchten systematischen natürlichen
Variationen. Zum Teil liegen diese auch noch erheblich darunter.
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Relative Abweichungen von Isotopenverhältnissen gegenüber einem Standard,
bzw. gegenüber kalibriertem Referenzmaterial lassen sich hingegen um min-
destens eine Größenordnung genauer messen [65]. Erst dadurch ergibt sich
die Möglichkeit, die natürliche Varianz von Isotopenverhältnissen sinnvoll zu
untersuchen. Man nimmt daher die Nachteile von δ-Skalen in Kauf. Diese er-
geben sich im Wesentlichen aus der Verankerung der Skala an einem mehr
oder minder willkürlichen Standardmaterial. Aufgrund der mangelnden SI-
Konformität von δ-Skalen wurden eigene Richtlinien für ihre Benutzung auf-
gestellt [27]. Diese finden hier grundsätzlich Anwendung.
Kürzlich wurde vorgeschlagen, für relative Isotopenverhältnisse, die nach Glei-
chung (2.1) ausgedrückt werden, eine neue Einheit “Urey” (ur) einzuführen
[15]. Damit könnte ein Problem der δ-Skalen ausgeräumt werden: Gemäß SI
dürfen Konstanten nicht Bestandteil der Definition einer Größe oder Einheit
sein. Diese Maßgabe wird aber durch die konventionelle Multiplikation mit
1000 verletzt. Daher stellt das “h” eigentlich auch keine zulässige Einheit dar.
Es wird bisweilen als “Pseudoeinheit” bezeichnet. Würde das Urey eingeführt,
so könnten “pro mille” SI-konform als “Milliurey” (mur) ausgedrückt werden.
2.3 Isotopenfraktionierung
Werden Atome in einem Molekül durch ihre Isotope substituiert, so lassen sich
nach IUPAC-Terminologie Isotopologe und Isotopomere unterscheiden. Defi-
nitionsgemäß unterscheiden sich Isotopologe in ihren Massen. Demgegenüber
besitzen Isotopomere gleiche Massen und bezogen auf die Isotope auch glei-
che Summenformeln. Sie unterscheiden sich lediglich durch die Positionen der
Substitution.
Tab. 2.1 zeigt zur Veranschaulichung jeweils ein Beispiel.
Tabelle 2.1: Einfache Beispiele für Isotopologe und Isotopomere
CH3 CH2 CH3 CH3 CH2 13CH3 Isotopologe
CH3 13CH2 CH3 CH3 CH2
13CH3 Isotopomere
Sowohl Isotopologe, als auch Isotopomere unterscheiden sich physikalisch und
chemisch voneinander, sodass sich merkliche Veränderungen von Reaktions-
raten ergeben können [13]. Hierfür können zwei Hauptursachen identifiziert
werden: Die unmittelbare Massenabhängigkeit physikalischer Eigenschaften
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(s. Abschnitt 2.3.1), sowie veränderte Energieniveaus isotopisch substituierter
chemischer Bindungen (s. Abschnitt 2.3.2). Bei Reaktionen und Phasenüber-
gängen kann es daher zur Fraktionierung von Isotopen kommen.
Unabhängig von der eigentlichen Ursache können Gleichgewichtsisotopenef-
fekte (Abschnitt 2.3.3) und kinetische Isotopeneffekte (Abschnitt 2.3.4) unter-
schieden werden.
2.3.1 Diffusion
Die unmittelbare Ursache für Isotopenfraktionierung durch Diffusion ist in un-
terschiedlichen mittleren Molekülgeschwindigkeiten bei gleicher Temperatur
zu suchen. Leichtere Isotopologe besitzen dabei höhere mittlere Geschwindig-
keiten und damit auch höhere Partialdrücke. Dies besitzt erhebliche praktische
Bedeutung in der Analytik. Z. B. ist die Chromatographie grundsätzlich mit
Phasenübergängen verbunden. Daher ist stets mit Isotopenfraktionierungen zu
rechnen, falls die Analyse nicht quantitativ verläuft.
Die durch die Substitution erzeugten relativen Unterschiede der Massen sind
dabei umso größer, je kleiner, bzw. leichter das entsprechende Molekül ist. Bei
großen Molekülen können die hieraus resultierende Effekte daher oft vernach-
lässigt werden. Sie können aber bei kleinen Molekülen von erheblicher Bedeu-
tung sein. 12CO2 diffundiert z. B. in Luft merklich schneller als 13CO2 [160].
O’LEARY untersuchte speziell die Isotopenfraktionierung bei der Diffusion
von CO2 im Wasser [117]. Einige Konsequenzen für 13C/12C-Verhältnisse
in biologischen Systemen werden unter 2.4 besprochen.
2.3.2 Isotopenfraktionierung bei chemischen
Reaktionen
Die Substituierung durch Isotope bewirkt auch Änderungen der Eigenschaften
chemischer Bindungen [14]. Wird ein Bindungspartner durch ein schwereres
Isotop ersetzt, so sinkt die Nullpunktsenergie (E0) der entsprechenden Bin-
dung. Der Grund ist vor allem in einer reduzierten Eigenfrequenz der Streck-
schwingung zu suchen. Die Kraft, die zur Streckung, bzw. zur Stauchung der
Bindung benötigt wird, bleibt aber nahezu unverändert, da diese im Wesentli-
chen von den Bindungsverhältnissen in der Elektronenhülle abhängt. Die Ener-
gie des Übergangszustandes (E‡) bleibt damit gleichfalls unverändert. Es sinkt
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jedoch die mittlere Bindungslänge. Damit können sich durch Isotopensubstitu-
tion auch bedeutende Änderungen der Molekülgeometrie ergeben.
Das Modell zum Verständnis und zur Beschreibung dieser Vorgänge liefert der
sog. quantenmechanische harmonische Oszillator [164]. Abb. 2.1 zeigt abge-
leitet aus diesem Modell schematisch die energetischen Verhältnisse in isoto-
pisch substituierten Bindungen.
∆E(H)
∆E(L)
E0(H)
E0(L)
Übergangszustand
P o
t e
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Bindungslänge
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der energetischen Verhält-
nisse in einer isotopisch substituierten chemischen Bindung. E0: Null-
punktsenergie; ∆E: Differenz der Nullpunktsenergie zur Energie des
Übergangszustandes. L und H bezeichnen jeweils das leichtere, bzw.
schwerere Isotop. Nach [14, 164], verändert.
Entscheidend ist, dass sich Isotopologe durch unterschiedliche Differenzen (∆E)
zwischen E0 und E‡ auszeichnen [14, 164]. Die Substitution durch ein schwe-
reres Isotop führt dabei zu einem Ansteigen von ∆E. Die entsprechende Bin-
dung ist somit schwerer zu brechen. Daher neigen leichtere Isotopologe bevor-
zugt zur Reaktion. Für die jeweiligen Isotope lassen sich also unterschiedliche
Reaktionskonstanten formulieren.
2.3.3 Gleichgewichtsisotopeneffekte
Bei Gleichgewichtsreaktionen kann es vorkommen, dass ein Isotop durch eine
Seite des Gleichgewichts thermodynamisch bevorzugt wird. Die Größe eines
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solchen Gleichgewichtsisotopeneffekts bei einer Reaktion A ⇀↽ B wird durch
den sog. Fraktionierungsfaktor α ausgedrückt, der nach
α := RA/RB,
berechnet wird. R gibt wieder das Isotopenverhältnis der Reaktionspartner an.
Als Beispiel kann das Gleichgewicht zwischen flüssiger und gasförmiger Pha-
se dienen. Allgemein – jedoch mit bedeutenden Ausnahmen – gilt die Regel,
dass sich schwerere Isotopologe in der stärker kondensierten Phase anreichern.
So besitzen z. B. H217O und H218O einen geringeren Dampfdruck als H216O.
Dementsprechend ist Wasserdampf 17O- und 18O-abgereichert. Bei der Kon-
densation von Wasserdampf wird die flüssige Phase dagegen mit 17O und 18O
angereichert [76].
2.3.4 Kinetische Isotopeneffekte
Kinetische Isotopeneffekte (KIE) sind bei Reaktionen zu beobachten, die be-
vorzugt oder vollständig in eine Richtung ablaufen. Besitzen Isotopologe unter-
schiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten, so ändert sich das Isotopenverhältnis
des Produkts gegenüber dem Edukt. Für die Isotope selbst lassen sich dann un-
terschiedliche Reaktionskonstanten k formulieren. Die volle Größe von KIEs
kann offensichtlich nur beobachtet werden, wenn sich die Konzentration des
Edukts nicht nennenswert ändert, also wenn sie sehr viel größer bleibt als die
Konzentration des Produkts [115].
Erschöpft sich das Edukt hingegen während der Reaktion in nennenswertem
Umfang, so muss die effektive Isotopenfraktionierung abnehmen. Nach voll-
ständiger Reaktion müssen die Isotopenverhältnisse im Produkt denjenigen im
Edukt bei Reaktionsbeginn entsprechen. Hieraus folgt auch, dass die Isotopen-
verhältnisse auf beiden Seiten der Reaktion unter diesen Bedingungen zeitab-
hängig sind.
Die Größe von KIEs wird wiederum durch einen Fraktionierungsfaktor α aus-
gedrückt. Vereinbarungsgemäß gilt
α := Lk/Hk,
wobei L die Massenzahl des leichteren,H die des schwereren Isotops bezeich-
net. Da die leichteren Isotopologe i. d. R. schneller reagieren, ist α meistens
größer als 1. Beispielsweise besitzt die enzymatische Decarboxylierung von
Pyruvat einen Kohlenstoffisotopeneffekt von α = 12k/13k = 1,0083 [114].
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Pyruvat
α = 1,0083
Acetyl-CoA + CO2
Da bei Reaktionsfolgen stets nur der Isotopeneffekt einer limitierenden Teilre-
aktion zu beobachten ist, besitzt die Betrachtung von KIEs erhebliche Bedeu-
tung bei mechanistischen Studien (z. B. [114, 119]).
2.4 13C/12C-Verhältnisse in der Biosphäre
Das Verhältnis von 13C zu 12C in der Biosphäre ist nicht konstant. Die Spann-
breite beträgt etwa 100h auf der PDB-, bzw. auf der VPDB-Skala. Die höchs-
ten bekannten natürlichen 13C/12C-Verhältnisse besitzen Carbonate, wobei
die δ13CVPDB-Werte etwa zwischen −4h und +4h streuen [30, 76]. Bio-
genes Methan kann dagegen bis ca. −100h 13C-abgereichert sein [76]. At-
mosphärisches CO2 besitzt ggw. einen δ13CVPDB-Wert von ca. −8h, wobei
aufgrund des zunehmende Beitrags aus fossilen Brennstoffen ein kontinuierli-
ches Absinken seit ca. 1800 n. Chr. zu beobachten ist [163]. In Abhängigkeit
von Tages- und Jahreszeit, sowie von lokalen Einflüssen kann es vereinzelt zu
einem deutlichen Absinken dieses Wertes kommen [46].
Gegenüber atmosphärischem CO2 sind Organismen allgemein 13C-abgerei-
chert. Erstmalig wurde diese systematische Differenz der 13C/12C-Verhält-
nisse zwischen organischem und anorganischem Material durch NIER und GUL-
BRANSEN im Jahre 1939 beschrieben [110]. Die Autoren untersuchten Kohlen-
stoff aus verschiedenen Quellen in Form von CO2 mittels massenspektrome-
trischer Methoden (vgl. Abschnitt 4.1), und fanden z. B. Quotienten von 12C
zu 13C von 87,2 bis 88,7 für Kalksteine unterschiedlicher Herkunft, sowie von
91,2 bis 91,8 für Holz. Bezogen auf 13C/12C und umgerechnet auf die heute
übliche δ13CVPDB-Skala, würden sich zwischen den Materialien Differenzen
von etwa 27h bis 50h ergeben.
Bereits bis zur Mitte der 1950er Jahre konnte u. a. durch CRAIG [30] umfang-
reiches Wissen über die Variation von 13C/12C-Verhältnissen in verschiede-
nen Materialien zusammengetragen werden. Die generelle 13C-Abreicherung
von organischem Material gegenüber atmosphärischem CO2 und gegenüber
Carbonaten bestätigte sich. Als Ursache für dieses Phänomen konnten später
kinetische Isotopeneffekte bei der Photosynthese identifiziert werden [120].
Außerdem fand CRAIG systematische Differenzen zwischen terrestrischen und
marinen Organismen [30]. Für die Letzteren wurden relativ hohe δ13CPDB-
Werte zwischen −18h und −8h gefunden. Landpflanzen zeigten dagegen
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Werte zwischen −30h und −22h. Ferner wurde für ein nicht näher spezi-
fiziertes Gras aus Kansas/USA (Probe “No. 125”) ein relativ hoher δ13CPDB-
Wert von −12,2h gefunden [30, S. 69].
Weitere Untersuchungen ergaben dann, dass vor allem Mais (Zea mays), Hir-
se (Sorghum sp.) und einige andere Gräser relativ hohe 13C/12C-Verhältnisse
besitzen [12]. Diese Pflanzengruppe wies δ13CPDB-Werte von −14,5h bis
−11,1h auf. SMITH und EPSTEIN [150] konnten schließlich zeigen, dass sich
höhere Pflanzen anhand ihrer 13C/12C-Verhältnisse in zwei diskrete Gruppen
unterteilen lassen.
Die wesentliche Ursache für diese Unterschiede im 13C/12C-Verhältnis von
Pflanzen ist in unterschiedlichen limitierenden Schritten während der Photo-
synthese zu suchen [11, 45]. BENDER [11] demonstrierte, dass die Gruppe mit
relativ hohen 13C/12C-Verhältnissen den sog. C4-Photosyntheseweg verwen-
det, wohingegen die stärker 13C-abgereicherten Pflanzen über den sog. C4-
Photosyntheseweg verfügen.
Während der Photosynthese kommt es grundsätzlich zu einer nennenswerten
Abreicherung von 13C im Assimilat [45, 116, 120, 160]. Je nach Photosynthe-
semechanismus ist diese Abreicherung von 13C in den Pflanzen jedoch unter-
schiedlich stark ausgeprägt. Bei den C3-Pflanzen beträgt diese 13C-Abreiche-
rung ca. 19h, jedoch bei den C4-Pflanzen lediglich etwa 5h [160]. Schließ-
lich resultieren δ13CVPDB-Werte von etwa −22h bis −34h (C3) und von
etwa −9h bis −16h (C4) für das Gesamtmaterial.
In marinen Ökosystemen stehen Algen und Cyanobakterien am Beginn der
Nahrungskette. Die Bedingungen scheinen in Bezug auf die 13C/12C-Frak-
tionierung während der Primärproduktion komplexer zu sein, als bei höheren
Pflanzen [58]. Jedoch wird die Assimilation von Kohlenstoff in wässrigem Me-
dium anscheinend überwiegend durch die CO2-Konzentration und durch die
Diffusion von HCO−3 limitiert. Dies resultiert in einer hohen lokalen CO2-
Ausschöpfung und daher in vergleichsweise geringer 13C-Abreicherung. Für
Algen ergeben sich δ13CVPDB-Werte zwischen−28h und−18h, wobei ein
starker geographischer Einfluss besteht [58]. Dies erklärt die relativ hohen Wer-
te von Meeresorganismen (−18h bis −8h, s. o.) aber nur zum Teil.
Wie aus Abschnitt 2.3.4 abzuleiten ist, gilt bei unverzweigten Synthesewegen
grundsätzlich, dass das Isotopenverhältnis eines Produkts durch die Isotopen-
fraktionierung während des langsamsten Reaktionschrittes kontrolliert wird.
Bei den C3-Pflanzen erfolgt die Assimilation von CO2 durch den CALVIN-
Zyklus (s. Abb. 2.2). In diesem Stoffwechselweg wird die Photosyntheserate
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durch die maximale Aktivität des Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxy-
lase/Oxygenase (RUBISCO) begrenzt [92,116]. Für RUBISCO sind aus Labor-
versuchen 13C/12C-Isotopenfraktionierungen von bis zu 32h bekannt [72].
RuBP6
NADPH/H+12
Pi12
ATP6
Pi4
6 CO
²
12 3−PG
12 1,3−DPG
12 ATP
12 ADP
12 GA3P
10 GA3P
2 GA3P
ca. 1.0312k/13k
RUBISCO
Glucose
Abbildung 2.2: 13C/12C-Fraktionierung bei der photosynthetischen
Assimilation über den C3-Weg (CALVIN-Zyklus). 1,3-DPG: 1,3-
Diphosphoglycerat; GA3P: Glycerinaldehyd-3-phosphat; PEP: Phos-
phoenolpyruvat; 3-PG: 3-Phosphoglycerat; RUBISCO: Ribulose-1,5-
bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; RuBP: Ribulose-1,5-bisphosphat.
Zusammengestellt aus [45,71, 120,134,160]. Verändert und vereinfacht.
Demgegenüber wird die Photosyntheserate bei C4-Pflanzen im Wesentlichen
durch die Diffusion von CO2 in die Stomata begrenzt [44, 45] (s. Abb. 2.3).
Dieser Prozess erzeugt theoretisch eine 13C-Abreicherung von etwa 4,4h
[160]. Wahrscheinlich gibt es aber noch Beiträge von respiriertem CO2 und
es kommt zu weiteren Fraktionierungen [44], sodass igs. etwa eine Abrei-
cherung von 7,0h resultiert. Bei den C4-Pflanzen wird CO2 zunächst im
sog. HATCH-SLACK-Zyklus gebunden. Es verlässt diesen Zyklus durch Decar-
boxylierung von Malat. Da dieses CO2 bei der anschließenden Weiterleitung
in den CALVIN-Zyklus nahezu vollständig assimiliert wird, kann die Fraktio-
nierung durch RUBISCO nicht wirksam werden.
Der C4-Stoffwechsel bewirkt, dass die Carboxylierung von Ribulose-1,5-bis-
phosphat räumlich von der Atmosphäre getrennt wird. Diese Reaktion wird bei
hohen Temperaturen zunehmend uneffektiver. Die Ursache ist in der sog. Pho-
torespiration, einer Konkurrenzreaktion mit atmosphärischem O2 zu suchen.
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zum Calvin−Zyklus
NADPH/H +
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12k/13kDiffusion,
insgesamt ca. 1.007
Abbildung 2.3: 13C/12C-Fraktionierung bei der photosynthetischen
Assimilation über den C4-Weg (HATCH-SLACK-Zyklus). PEP: Phos-
phoenolpyruvat. Zusammengestellt aus [45,71,120,134,160]. Verändert
und vereinfacht.
Es existiert ein weiterer Photosynthesemechanismus, der sog. “Crassulacean
Acid Metabolism” (CAM). Hierbei erfolgt die CO2-Aufnahme gleichfalls zu-
nächst über den HATCH-SLACK-Zyklus. Der HATCH-SLACK- und CALVIN-
Zyklus werden bei den CAM-Pflanzen jedoch nicht räumlich, sondern zeitlich
getrennt. CAM-Pflanzen besitzen gegenüber C3-Pflanzen meistens relativ hohe
13C/12C-Verhältnisse, da die Photosyntheserate wie beim C4-Weg überwie-
gend durch die Diffusion von CO2 limitiert wird [76, 92]. Bisweilen werden
der CAM- oder C3-Weg je nach den aktuellen äußeren Bedingungen bevor-
zugt. Daher können die 13C/12C-Verhältnisse von CAM-Pflanzen relativ stark
streuen.
Über die verschiedenen Photosynthesemechanismen hinaus existiert eine Viel-
zahl physiologischer Faktoren, welche die 13C/12C-Verhältnisse in Pflanzen
systematisch beeinflussen können [92]. Bei trockenen und heißen Bedingungen
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schließen die höheren Pflanzen z. B. die Stomata. Unter diesen Bedingungen
kann die Diffusion von CO2 auch bei C3-Pflanzen limitierend wirken, sodass
das 13C/12C-Verhältnis der Assimilate tendenziell ansteigt.
Letztlich stammt der gesamte in Organismen vorhandene Kohlenstoff aus der
photosynthetischen Assimilation von CO2 durch die Pflanzen. Dieser Sach-
verhalt betrifft zumindest die photoautotrophen und chemoheterotrophen Le-
bewesen, welche den Großteil der Biomasse darstellen. Daher pflanzt sich das
13C/12C-Verhältnis der Primärproduzenten über die weiteren trophischen Stu-
fen fort. In der Nahrungskette kommt es zwar zu einer 13C-Anreicherung, diese
beträgt aber im allgemeinen weniger als +1h pro trophischer Stufe [91].
Die Situation in den meisten metabolischen Netzwerken ist gegenüber der Pho-
tosynthese sehr viel komplizierter. Die Photosynthese kann überwiegend als
linearer, d. h. unverzweigter Stoffwechselweg betrachtet werden (vgl. Abbil-
dungen 2.2 u. 2.3). Einmal aufgenommener Kohlenstoff wird in beiden Pho-
tosynthesewegen grundsätzlich vollständig assimiliert und verlässt die Zyklen
ausschließlich in Form von Glucose. Damit können sich Betrachtungen zur
Fraktionierung von Kohlenstoffisotopen im Wesentlichen auf die geschwin-
digkeitslimitierenden Reaktionen beschränken. Bevor die Glucose in weitere
Stoffwechselwege eingeschleust wird, kann theoretisch keine Isotopenfraktio-
nierung mehr erfolgen.
Verzweigen sich Stoffwechselwege jedoch und wird mindestens einer der Äste
von einem KIE begleitet, so hängt das effektive Ausmaß der Isotopenfraktio-
nierung aber vor allem vom Verhältnis der Flussraten ab [72]. Diese Verzwei-
gungen sind in der Realität sehr vielfältig. Außerdem unterliegen die jeweiligen
Flussraten homöostatischer Kontrolle. Damit wird es praktisch unmöglich, die
Isotopenverhältnisse eines entsprechenden Stoffwechselproduktes vorherzusa-
gen, bzw. widerspruchsfrei herzuleiten.
Daher ist die Verteilung der Kohlenstoffisotope innerhalb von Organismen nicht
einheitlich. Insbesondere sind Lipide 13C-abgereichert [1,103], während Ami-
nosäuren δ13C-Werte aufweisen, die über denen des Gesamtorganismus liegen
[1]. In Pflanzen sind Speicherkohlenhydrate gegenüber dem gesamten Material
13C-angereichert [56,83]. Verantwortlich für diese Phänomene sind kinetische
Isotopeneffekte verschiedener Reaktionen. Vor allem der Decarboxylierung
von Pyruvat wird dabei eine entscheidende Rolle zugesprochen und eine deutli-
che 13C-Abreicherung in den Reaktionsprodukten (Acetat, CO2) konnte auch
experimentell gezeigt werden [99, 114]. Wird das aus dieser Reaktion stam-
mende Acetat 13C-abgereichert, so muss das verbleibende Pyruvat entspre-
chend 13C-angereichert werden. Da Lipide aus Acetat, bzw. aus Acetyl-CoA,
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Kohlenhydrate und Aminosäuren hingegen überwiegend aus Pyruvat synthe-
tisiert werden, würde dies die beschriebenen Isotopenmuster grundsätzlich er-
klären (vgl. [72]).
Unter diesen Umständen wäre zu erwarten, dass auch Sterole, und die dar-
aus abgeleiteten Steroide tendenziell 13C-abgereichert sind. In Bezug auf diese
Fragestellung liegen bislang allerdings nur wenige Daten vor.
3 Steroide
Im Folgenden werden ausgewählte und für die vorliegende Arbeit relevante
Aspekte des Steroidstoffwechsels skizziert. Soweit nicht anders angegeben,
wurden die jeweiligen Sachverhalte aus FOREST (1989), MICHAL (1999) und
TRÄGER (1977) zusammengestellt [52, 101, 157].
Die meisten biologisch aktiven Steroide leiten sich formal aus dem Pregnan
(C21), aus dem Androstan (C19) oder aus dem Estran (C18) ab. Abb. 3.1 zeigt
die Struktur des Pregnans und die konventionelle Nummerierung der einzelnen
C-Atome. Die Ringe werden mit den Großbuchstaben A bis D gekennzeichnet.
Das Androstan geht aus dem Pregnan formal durch Verlust der Atome C-20
und C-21 hervor. Beim Estran fehlt zusätzlich das C-19.
Bei den Gestagenen, sowie bei den Mineral- und Glucocorticoiden handelt es
sich um Pregnane. Die Androgene weisen eine Androstan-Struktur, die Östro-
gene eine Estran-Struktur auf.
Stereochemisch lassen sich Substituenten unterscheiden, die in Bezug auf die
Darstellung in Abb. 3.1 unterhalb (α), bzw. oberhalb (β) der Papierebene lie-
gen. Besondere Bedeutung hat hierbei die Konfiguration des Wasserstoffs am
C-5: Befindet er sich in 5α-Konfiguration (trans zum C-19), so liegt das ge-
samte Ringsystem des Moleküls etwa in einer Ebene. Ist es jedoch 5β-konfi-
guriert (cis zum C-19), so ist der A-Ring gegenüber dem Rest des Moleküls
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Abbildung 3.1: Struktur des Pregnans und konventionelle Bezeichnung
der C-Atome und Ringstrukturen.
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Abbildung 3.2: Struktur von 5α- und 5β-Steroiden.
abgewinkelt. Abb. 3.2(a) zeigt die Struktur von 5α-Steroiden, Abb. 3.2(b) die
von 5β-Steroiden. Soweit bekannt, besitzen 5β-Steroide keine nennenswerte
biologische Aktivität.
3.1 Biosynthese
Sämtliche Steroide leiten sich vom Cholesterol (Abb. 3.4, (1)) ab. Es ist ein
obligater Präkursor für Steroidhormone. Vermutlich sind beim Säugetier sämt-
liche Zellen zur Synthese von Cholesterol in der Lage, der größte Teil wird
jedoch offenbar in der Leber gebildet. Ausgangsverbindung für die Synthese
von Cholesterol ist in jedem Fall Acetyl-CoA. Dieses kann durch Abbau von
Kohlenhydraten und Fettsäuren bereitgestellt werden. Cholesterol ist ein typi-
sches Produkt tierischer Organismen. Zwar können auch in einigen Pflanzen
geringe Mengen Cholesterol gefunden werden [10], für die hier angestellten
Betrachtungen und Experimente (Abschnitt 7) kann dieses Phänomen jedoch
vernachlässigt werden.
Zur Bildung von Steroiden können steroidogene Zellen das Cholesterol sowohl
de novo synthetisieren, als auch aus LDL- oder VLDL-Lipoproteinen aufneh-
men. Diese enthalten Cholesterol überwiegend als Ester von langkettigen Fett-
säuren. Die Aufnahme in die Zelle geschieht durch Rezeptor-vermittelte En-
dozytose. Das Apolipoprotein ApoB-100 ist für die Wechselwirkung mit dem
Rezeptor verantwortlich.
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Allgemein wird angenommen, dass Lipoproteine in den meisten steroidogenen
Geweben die wichtigste Cholesterolquelle für die Steroidbiosynthese darstel-
len [68]. Nach TRÄGER [157, S. 27] wird aber z. B. Progesteron bei ovulieren-
den Frauen etwa jeweils zur Hälfte aus Plasma-Cholesterol und aus intrazellu-
lär de novo synthetisiertem Cholesterol im Corpus luteum gebildet.
Innerhalb der Zelle besteht ein Gleichgewicht zwischen Cholesterol und den
Cholesterylestern. Bei geringem Bedarf wird es überwiegend als Ester gespei-
chert. Zusammen mit anderen Lipiden bilden die Cholesterylester intrazellu-
läre Tröpfchen, die wiederum bei hohem Bedarf zur schnellen Bereitstellung
von Cholesterol dienen können.
Eine mögliche weitere intrazelluläre Quelle für Cholesterol sind die Membra-
nen [77]. Abb. 3.3 fasst mögliche Substrate und entsprechende Stoffwechsel-
wege für die Steroidbiosynthese zusammen.
Vom Cholesterol (Abb. 3.4, (1)) führt der Weg zu den Steroidhormonen allge-
mein über Pregnenolon (2).
Der Weg vom Pregnenolon zu den Gestagenen und Androgenen ist in Abb. 3.5
dargestellt. Es existieren zwei einander entsprechende Reaktionssequenzen an
denen auch jeweils identische Enzyme beteiligt sind. Im einen Fall ist jedoch
das Pregnenolon selbst Ausgangspunkt, im anderen Fall das Progesteron (3).
Progesteron geht aus dem Pregnenolon durch Oxidation der 3β-OH–Funktion
hervor. Gleichzeitig verschiebt sich die Position der Doppelbindung von 5 nach
4. Die resultierende 3-Keto-4-en–Struktur im A-Ring ist charakteristisch für
biologisch aktive Steroide. Progesteron ist der wichtigste Vertreter der Gesta-
gene.
Anschließend erfolgt jeweils eine Hydroxylierung in 17α-Position, die zum
17α-Hydroxypregnenolon (4), bzw. zum 17α-Hydroxyprogesteron (5) führt.
Die Abspaltung von Acetaldehyd vom C-17 liefert entweder Dehydroepian-
drosteron (DHEA, 6) oder Androstendion (7). Durch diese Reaktion wird der
Übergang von den Gestagenen zu den Androgenen vermittelt.
Durch Reduktion der 17-Keto–Gruppe geht aus dem Androstendion schließ-
lich das Testosteron (9) hervor. Diese Reaktion erzeugt aus DHEA 5-Andro-
sten-3β, 17β-diol (8). Dieses kann seinerseits durch die oben beschriebenen
Reaktionen des A-Rings zum Testosteron umgewandelt werden. Da aus den
Verbindungen (6) bis (8) unmittelbar Testosteron entsteht, werden sie auch als
Testosteron-Prohormone bezeichnet.
Die Androgene werden beim Mann überwiegend in den LEYDIG’schen Zwi-
schenzellen der Testes gebildet. Bei der Frau stammen die Androgene aus der
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Abbildung 3.3: Mögliche Quellen für das Grundgerüst endogener Ste-
roide. C: Cholesterol; CE: Cholesterol-Ester; CH: Kohlenhydrate; FA:
Fettsäuren; LDL: Low Density Lipoproteins; VLDL: Very Low Density
Lipoproteins. : Unverändertes Sterolgerüst; : Intrazel-
luläre de novo Synthese von Cholesterol; : Synthese und Sezer-
nierung von Steroiden. Zusammengestellt und verändert nach [35,36,77,
81].
Nebennierenrinde, die u. a. DHEA (Abb. 3.5, (6)) sezerniert. In peripherem Ge-
webe wird das DHEA zunächst zum Testosteron, und dann ggf. zu Östrogenen
metabolisiert. Das DHEA liegt im Plasma überwiegend als Sulfo-Konjugat vor,
und dient möglicherweise als Reservoir für die periphere Synthese von Stero-
idhormonen.
Abb. 3.6 zeigt schematisch die Biosynthese der Corticosteroide. Sie beginnt
beim 17α-Hydroxyprogesteron (5). Dieses wird durch Monooxygenasen am
C-21 und am C-11 oxidierst. Die Produkte Cortisol (10) und Cortison (11)
stehen im Gleichgewicht.
Die Synthese der Corticosteroide erfolgt in der Nebennierenrinde.
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Abbildung 3.4: Bildung von Pregnenolon aus Cholesterol. Cholesterol
(1); Pregnenolon (2). Vereinfacht und verändert nach [52] und [157].
3.2 Abbau und Ausscheidung
Der geschwindigkeitslimitierende Schritt beim Abbau der Steroidhormone ist
die Reduktion der Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 [135, 142, 146]. Es
existieren zwei verschiedene Enzyme, die den A-Ring reduzieren. Im einen
Fall entstehen 5α-, im anderen 5β-Isomere. Diese Reaktion wird als irreversi-
bel betrachtet. Abb. 3.7 zeigt schematisch diese Verzweigung im Steroidmeta-
bolismus.
Außerdem wird die 3-Keto–Funktion zum Alkohol reduziert. Beim Menschen
entstehen hierbei überwiegend die 3α-Hydroxy-Isomere.
Während des sog. Phase-II-Metabolismus werden die OH-Funktionen mit Glu-
curonsäure konjugiert. Dies erhöht die Wasserlöslichkeit und erleichtert somit
die renale Ausscheidung.
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Abbildung 3.5:Biosynthese der Gestagene und der Androgene aus Preg-
nenolon.
Pregnenolon (2); Progesteron (3); 17α-Hydroxypregnenolon (4); 17α-
Hydroxyprogesteron (5); Dehydroepiandrosteron (DHEA) (6); 4-
Androstendion (7); 5-Androsten-3β, 17β-diol (8); Testosteron (9). Ver-
ändert nach [52].
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Abbildung 3.6: Biosynthese von Cortisol und Cortison. 17α-
Hydroxyprogesteron (5); Cortisol (10); Cortison (11). Vereinfacht und
verändert nach [52] und [157].
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Abbildung 3.7: Bildung von 5α- und 5β-Isomeren bei der Reduktion
des A-Rings. Nach [146], verändert.

4 Messmethodik
4.1 Isotopenverhältnismassenspektrometrie
(IRMS)
Das gängigste und bislang genaueste Verfahren zur Messung von natürlichen
Isotopenverhältnissen ist die Isotopenverhältnismassenspektrometrie (“isotope
ratio mass spectrometry”, IRMS). Die entsprechenden Instrumente zeichnen
vor allem durch die folgenden Merkmale aus [17, 69].
• Die Ionisation erfolgt durch Ionenstoß (“electron impact”, EI).
• Als Analysator dient ein konstantes magnetisches Sektorfeld.
• Die Detektion erfolgt simultan für jedes m/z-Verhältnis durch Mes-
sung der jeweiligen Ionenströme. Die Detektoren sind daher mehrfach
vorhandenen (“multiple collector”). Es werden praktisch ausschließlich
FARADAY-Auffänger (sog. “cups”) verwendet.
Ibs. durch die letzten beiden Punkte unterscheiden sich diese Instrumente von
den meisten heutzutage verwendeten Massenspektrometern. Abb. 4.1 zeigt ein
stark vereinfachtes Schema des Aufbaus [69].
Das Konzept geht im Wesentlichen auf die Arbeiten von NIER zurück [32].
Im Jahr 1940 stellte NIER ein Massenspektrometer vor, welches eigens auf
die genaue quantitative Analyse von Gasen und Isotopen ausgelegt war [111].
Zuvor hatte NIER bereits mittels seines ersten selbst entwickelten Massenspek-
trometers [107, 109] die systematische Abreicherung von 13C in organischem
Material nachweisen können [110].
NIER’s Entwicklung aus dem Jahr 1940 erlangte entscheidende Bedeutung für
das Manhattan-Projekt. Mindestens ein Exemplar dieses Instruments ist noch
erhalten [106]. Die Weiterentwicklung aus dem Jahr 1947 zeichnete sich u. a.
durch die doppelt vorhandenen und simultan arbeitenden FARADAY-Detektoren
aus [108]. Dieses Messprinzip wird in den heute kommerziell erhältlichen Sys-
temen nahezu unverändert angewandt [17, 69].
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Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau eines Isotopenverhältnismassen-
spektrometers (IRMS) mit einem magnetischen Sektorfeld von 60◦. Ver-
einfacht und verändert nach [69].
Die Ursprünge der IRMS reichen allerdings noch sehr viel weiter zurück. DEMP-
STER stellte schon 1918 ein Gerät mit einem magnetischen 180◦-Sektorfeld
vor [34], welches offenbar als Vorbild für NIERs erstes Gerät diente [109].
Zweck von DEMPSTERs Entwicklung war eine Verbesserung der Analyse “po-
sitiver Strahlen” (“positive rays”).
Bereits fünf Jahre zuvor hatte THOMSON die Möglichkeiten von “(...) Posi-
tive Rays as a Method of Chemical Analysis” betont [153, S. 11]. In dieser
Arbeit konnte THOMSON zeigen, dass es sich bei Neon in Wirklichkeit um die
Mischung zweier verschiedener Gase mit den atomaren Massen 20 und 22 han-
delt. Diese Entdeckung ermöglichte schließlich überhaupt erst die Erkenntnis,
dass chemische Elemente in Form von Isotopen vorliegen können. Das ver-
wendete Instrument wurde von THOMSON im Jahre 1912 vorgestellt [152] und
verdient laut BUDZIKIEWICZ und GRIGSBY [18, S. 147] wahrscheinlich den
Rang des ersten Massenspektrometers.
IRMS-Messungen der wichtigsten Bioelemente (H, C, N, O, S) werden meis-
tens an einfachen Gasen vorgenommen. Anderenfalls würden sich komplexe
Massenspektren ergeben, die eine hinreichend genaue Berechnung von Isoto-
penverhältnissen nicht mehr zulassen. Für die Analyse von 13C/12C-Verhält-
nissen wird der Kohlenstoff aus dem Probenmaterial daher meistens vollstän-
dig zu CO2 oxidiert. Die massenspektrometrische Quantifizierung erfolgt dann
durch Detektion der Ionenströme fürm/z 44 bism/z 46. Da Sauerstoff jedoch
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drei natürliche Isotope besitzt (16O, 17O, 18O), ergeben sich isobare Spezies,
die die Genauigkeit des errechneten 13C/12C-Verhältnisses beeinträchtigen.
Tab. 4.1 zeigt die relevanten Spezies bei der IRMS-Analyse von CO2. Die er-
forderlichen Berechnungen um aus den entsprechenden Strömen das 13C/12C-
Verhältnis zu bestimmen sind z. B. in [128] und [127] beschrieben.
Tabelle 4.1: m/z-Verhältnisse der relevanten Spezies bei der IRMS-
Analyse von CO2.
m/z Spezies
44 12C16O16O+
45 13C16O16O+, 12C17O16O+
46 12C18O16O+
Um 13C/12C-Verhältnisse massenspektrometrisch aus CO2 bestimmen zu kön-
nen, muss also zunächst der Beitrag von 17O zum Signal für m/z 45 be-
kannt sein und subtrahiert werden. Hierfür sind verschiedene Korrekturen vor-
geschlagen worden. Ursprünglich wurde ein fester Korrekturwert angenom-
men [31]. Das derzeit gängigste Verfahren berücksichtigt dagegen die Varia-
bilität des 17O-Anteils und schätzt diesen aus dem 18O-Anteil ab [141]. Da-
bei wird ausgenutzt, dass das Signal für m/z 46 praktisch ausschließlich auf
12C18O16O+ zurückgeht. Für die meisten Anwendungen sind andere isobare
Spezies (z. B. 12C17O17O+) als die in Tab. 4.1 aufgeführten so selten, dass sie
bei der Bestimmung von 13C/12C-Verhältnissen vernachlässigt werden kön-
nen.
4.2 Gekoppelte Techniken
Über lange Zeit wurden 13C/12C-Analysen mittels IRMS überwiegend mit
Hilfe von Doppeleinlasssystemen durchgeführt [17]. Hierbei wird die Probe
zunächst getrennt vom MS zu CO2 verbrannt. Anschließend wird das Gas ge-
reinigt und über einen Ausgleichsbehälter unter definiertem Druck in die Io-
nenquelle gelassen. Es existiert ein identisch ausgelegter, zweiter Einlass für
kalibriertes Referenzgas. Die beiden Einlässe können wechselweise geschaltet
werden. Damit können sowohl relativ lange Integrationszeiten, als auch meh-
rere Messwiederholungen erzielt werden. Zusätzlich erreicht man, dass die Si-
gnale für das Proben- und Referenzgas unter identischen Bedingungen erzeugt
werden. Daher liefert dieses Verfahren sehr genaue Werte.
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Dieser Genauigkeit steht die aufwändige Probenvorbereitung, sowie der ver-
gleichsweise große Bedarf an Probenmaterial gegenüber. Komponentenspezifi-
sche Messungen, ibs. im Spurenbereich, sind mittels dieses Verfahrens nahezu
unmöglich.
Der gegenwärtig zu beobachtende Aufschwung von IRMS-Anwendungen geht
ohne Zweifel auf die Entwicklung des Continous-Flow-Prinzips zurück (CF-
IRMS). Hierbei wird durch das Hochvakuum der Ionenquelle ein kontinuier-
licher, viskoser Fluss eines unter atmosphärischem Druck stehenden Träger-
gases erzeugt. Hierfür wird aus verschiedenen Gründen ausschließlich Helium
verwendet. Das Probengas wird als diskrete Bande durch das Trägergas in das
Massenspektrometer eingebracht. Es resultieren transiente Signale (“Peaks”),
die eine spezielle Prozessierung und Datenverarbeitung erfordern, um valide
Isotopenverhältnisse zu liefern [136].
Der Ausdruck “Continous-Flow Isotope Ratio Mass Spectrometry” (CF-IRMS)
wurde vermutlich 1988 durch PRESTON und MCMILLAN eingeführt. Diese
Autoren koppelten einen Elementaranalysator mit der Ionenquelle eines IRMS
über ein kontrollierbares Leck [129]. Diese Konstruktion stellte aber bereits ei-
ne verbesserte und vereinfachte Weiterentwicklung der Arbeiten von PRESTON
und OWENS aus dem Jahr 1983 dar [130].
CF-IRMS ermöglicht die Kopplung der IRMS mit einer Vielfalt von Periphe-
rien. So kann z. B. ein Gaschromatograph angeschlossen werden, um Isoto-
penverhältnisse für einzelne Komponenten zu erhalten (“compound specific
isotope analysis”, CSIA). Erstmalig gelang dies BARRIE et al. [7] im Jah-
re 1984. Dieses, heute als GC-C-IRMS (“Gas Chromatography - Combustion
- Isotope Ratio Mass Spectrometry”) geläufige Verfahren, erfordert nach der
GC-Trennung die Verbrennung der Analyten zu CO2. Dies wurde bereits frü-
her durch SANO et al. praktiziert, um die Signale von 13C-markierten Analyten
zu normalisieren [140]. SANO et al. verwendeten jedoch kein Multikollektor-
IRMS.
Ein leistungsfähiges und vielseitig einsetzbares GC-C-IRMS-System wurde
von BRAND vorgestellt [16]. Eine schematische Darstellung ist in Abb. 4.2
zu finden. Das bei der Kopplung von GC und IRMS entscheidende Problem
besteht vor allem darin, das Lösungsmittel vom Oxidationsreaktor fernzuhal-
ten. Dies wird bei BRANDs Verfahren durch einen zeitlich programmierbaren
Rückfluss des Trägergases (“backflush”) durch den Oxidationsreaktor gelöst.
Hierzu werden zunächst die Ventile V1 und V3 synchron geöffnet. Da das
Lösungsmittel in der Gaschromatographie meistens keine nennenswerte Re-
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tention besitzt, können sie kurz nach der Totzeit des GCs wieder geschlossen
werden.
Diese Kopplung erlaubt die komponentenspezifische Analyse der Isotopenver-
hältnisse 13C/12C und 15N/14N, grundsätzlich auch von 34S/32S. Eine Er-
weiterung auf die Isotopensysteme 2H/1H und 18O/16O wurde kurz darauf
vorgenommen [74,75]. Bis auf die Reaktortypen blieb die Art und Anordnung
der einzelnen Komponenten dabei grundsätzlich unverändert.
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Abbildung 4.2: Schematischer Aufbau des GC-C-IRMS-Systems nach
BRAND [16]. Stark vereinfacht und verändert. GC: Gaschromatograph;
V1–V4: Ventile; OX: Oxidationsreaktor (NiO/CuO/Pt, 940 ◦C); RED:
Reduktionsreaktor (Cu, 600 ◦C); WF: Wasserfalle (Nafion R©); LN:
Dewar-Gefäß mit flüssigem Stickstoff zum Ausfrieren von CO2 (optio-
nal); OS: Open-Split-Verbindung; RG: Referenzgaseinlass; IRMS: Iso-
topenverhältnismassenspektrometer.
Aufgrund der Flexibilität dieses Verfahrensmusters, findet es in kommerziell
erhältlichen GC-IRMS-Kopplungen häufig Anwendung. So auch in einem für
die vorliegende Studie benutzten System (s. Abschnitt 5). Ein Schwachpunkt
besteht allerdings in den zahlreichen Verbindungen und Totvolumina. Diese
behindern die Chromatographie und wirken einer guten Auflösung entgegen.
Hierdurch können sich erhebliche systematische Fehler ergeben [62]. Die Ana-
lyse von eigentlich gut GC-gängigen Verbindungen kann sich sogar als nahezu
unmöglich erweisen, sodass relativ umfangreiche Modifikationen erforderlich
sein können (vgl. Abschnitt 5.2.3.2).
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Es hat daher verschiedene Versuche gegeben, das Backflush-Verfahren zur Kopp-
lung von GC und IRMS zu optimieren, bzw. völlig zu umgehen [61, 139, 154,
155]. Kommerzielle Lösungen sind hieraus bislang allerdings nicht hervorge-
gangen. Ein neuartiges Verfahren, welches die Abtrennung des Lösungsmittel
von den Analyten bereits vor der Passage der GC-Säule erzielt, wurde von
FLENKER et al. vorgestellt [49] und für die vorliegende Arbeit mit Erfolg ein-
gesetzt (s. Abschnitt 7.2.2.5).
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Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau des GC-C-IRMS-Systems nach
FLENKER et al. [49].
Dieses Verfahren verzichtet vollständig auf eine Umkehr des Trägergasstroms.
Möglich ist dies, weil die Ausblendung des Lösungsmittels bereits bei der
Probenaufgabe im Einspritzblock erfolgt. Die Ausblendung wird durch ein
am Splitausgang des Gaschromatographen angelegtes Grobvakuum (−0,05 bis
−0,4 bar) unterstützt. Eine schematische Darstellung findet sich in Abb. 4.3.
Der Verzicht auf das Backflush-Verfahren ermöglicht es, auf die meisten Ver-
bindungen im Gasstrom zu verzichten. Hierdurch ergibt sich eine deutliche
Verbesserung der Chromatographie.
Die Messung von natürlichen Isotopenverhältnissen hat, ibs. nach Einführung
des CF-IRMS-Verfahrens, eine unübersehbare Fülle von Anwendungen gefun-
den. Dies betrifft vor allem die leichten Bioelemente, und damit die Isotopen-
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systeme 2H/1H, 13C/12C, 15N/14N, 18O/16O und 34S/32S. Eine kurze Über-
sicht findet sich z. B. in [47].

Teil III
Experimenteller Teil

5 Referenzbereiche für
13C/12C-Verhältnisse von
urinären, endogenen
Steroiden
5.1 Einleitung
Wie zuvor im Abschnitt 2.4 dargestellt wurde, können die Verhältnisse der
Kohlenstoffisotope 13C und 12C in biologischem Material einer erheblichen
natürlichen Variation unterliegen. Insofern handelt es sich bei den δ13CVPDB-
Werten endogener Steroide um physiologische Variablen, die entsprechend zu
behandeln sind, wenn diagnostische, bzw. forensische Schlussfolgerungen ge-
zogen werden sollen.
In der klinischen Chemie ist zu diesem Zweck das Konzept der Referenzwerte,
bzw. der Referenzbereiche entwickelt worden [151]. Das Vorliegen solcher Re-
ferenzwerte ist in jedem Fall eine notwendige Voraussetzung zur Einordnung
von 13C/12C-Verhältnissen endogener Steroide. Dies ist ibs. der Fall, wenn
eine Klassifikation von Dopingkontrollproben vorgenommen werden soll.
Unter Referenzwerten sind Werte zu verstehen, die an einer Population erho-
ben wurden, welche für die jeweilige Fragestellung relevant ist. Für die Klas-
sifikation von Dopingkontrollen sollten daher möglichst Werte von sportlich
stark aktiven Personen erhoben werden. Darüberhinaus sollten diese etwa dem
Altersprofil von Leistungssportlern entsprechen. Eine zusätzliche und unab-
dingbare Voraussetzung für die hier behandelte Fragestellung ist die Abwesen-
heit synthetischer Androgene, synthetischer Glucocorticoide und entsprechen-
der Metaboliten im Urin. Eine entsprechende Medikation oder missbräuchliche
Anwendung stellt daher ein Ausschlusskriterium für das betreffende Referen-
zindividuum dar.
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Über die reine Abschätzung von Referenzbereichen hinaus, ist es von hohem
Interesse, diejenigen Faktoren zu identifizieren, die physiologisch Einfluss auf
das 13C/12C-Verhältnis endogener Steroide nehmen. Einerseits ist dies von
grundsätzlicher Bedeutung für das Verständnis des Steroidstoffwechsels. An-
dererseits ist die Kenntnis der zugrunde liegenden Mechanismen aber auch für
eine angemessene Beurteilung auffälliger Befunde unabdingbar.
Im Folgenden werden Referenzbereiche für δ13CVPDB-Werte und ∆δ13C-
Werte endogener, urinärer Steroide anhand einer Population von Sportstuden-
ten abgeschätzt. Zusätzlich mittels Befragung erhobene Daten dienen dazu,
physiologische Faktoren aufzufinden, die die natürlichen 13C/12C-Verhältnis-
se von Steroiden kontrollieren können.
5.2 Material und Methoden
5.2.1 Untersuchte Analyten
Abb. 5.1 zeigt die Strukturformeln, Trivialnamen und Abkürzungen der unter-
suchten endogenen Steroide. Androsteron (A) und Etiocholanolon (E) sind die
mengenmäßig bedeutsamsten Metaboliten der Androgene, vor allem des Te-
stosterons. A repräsentiert den 5α-Weg, E den 5β-Weg des Steroidabbaus (vgl.
Abb. 3.7). 11-Hydroxyandrosteron (A11OH) und 11-Hydroxyetiocholanolon
(E11OH) sind Metaboliten des Cortisols. Die Konfiguration ihrer A-Ringe ent-
spricht jeweils der von A und E. Pregnandiol (PD) ist ein Metabolit des Pro-
gesterons und geht aus diesem u. a. durch 5β-Reduktion des A-Rings hervor.
Die Androgen- und Corticosteroid-Metaboliten stellen Endpunkte aus zwei un-
abhängigen Stoffwechselwegen dar. PD ist ein Metabolit des Progesterons.
Dieses ist ein gemeinsamer Vorläufer beider Stoffwechselwege (s. Abb. 3.5,
(3)).
5.2.2 Referenzpopulation
Zur Bildung der Referenzpopulation wurden insgesamt 36 männliche und 20
weibliche Studenten der Deutschen Sporthochschule Köln herangezogen. Die
Auswahl erfolgte durch gezielte Ansprache im Rahmen sportpraktischer Lehr-
veranstaltungen.
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Abbildung 5.1: Strukturen, Trivialnamen und Abkürzungen der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten endogenen Steroide.
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Die Untersuchungspersonen wurden gebeten eine Urinprobe mit einem Min-
destvolumen von 50 mL abzugeben. Zusätzlich war ein Fragebogen auszufül-
len. Dieser enthielt die folgenden Items:
• Geschlecht (♂| ♀).
• Körpergröße [cm].
• Körpermasse [kg].
• Trainingsfrequenz [1/w].
• Amerikareise innerhalb der letzten 6 Monate (Ja | Nein; falls “Ja”: Zeit
seit der Rückkehr).
• Nur bei weiblichen Teilnehmern:
– Orale Kontrazeption (Ja | Nein).
– Schwangerschaft (Ja | Nein).
• Aktuelle Medikation (Präparat).
• Akute Erkrankungen (Ja | Nein; falls “Ja”: Welche?).
• Chronische Erkrankungen oder Beeinträchtigungen (Ja | Nein; falls “Ja”:
Welche?).
• Ernährungstyp (Gemischt | Vegetarisch).
• Auskünfte zu Ernährungsgewohnheiten, nach eigener, subjektiver Ein-
schätzung.
– Zuckerreiche Ernährung, ibs. Rohrzucker (Ja | Nein).
– Fischreiche Ernährung (Ja | Nein).
– Reichhaltige Verwendung von Pflanzenöl (Ja | Nein).
– Häufiger Konsum von Mais und/oder Hirse, also von C4-Pflanzen
(Ja | Nein).
• Betreiben von Leistungssport, nach eigener Einschätzung und Motivati-
on (Ja | Nein).
• Ausdauersport (Ja | Nein).
Die Angabe der persönlichen Daten (Name, Adresse, Telefonnummer) war
hierbei freigestellt. Für die Urinprobe und den Fragebogen wurden unmittel-
bar zwei identische Codenummern vergeben. Die Teilnehmer wurden darüber
aufgeklärt, dass alle erhobenen Daten vertraulich und ausschließlich in anony-
misierter Form verwendet werden.
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Einziges Ausschlusskriterium war eine aktuelle Medikation mit Steroidpräpa-
raten. In diesem Zusammenhang wurden die Teilnehmer bereits beim Vorge-
spräch gezielt nach der Anwendung von Corticosteroiden, Progesteronpräpa-
raten, sowie von anabol-androgenen Hormonen und Prohormonen befragt. Bei
den weiblichen Teilnehmern bildete die Verwendung oraler Kontrazeptiva je-
doch kein Ausschlusskriterium.
5.2.3 Analytik
5.2.3.1 Vorbereitung der Urinproben
In der Zeit zwischen Probennahme und Analyse wurden die Urinproben bei
4 ◦C gelagert. Die zur Probenvorbereitung und Aufreinigung erforderlichen
Chemikalien, sowie die entsprechenden Reinheiten und Bezugsquellen sind in
Tab. 5.1 aufgeführt.
Tabelle 5.1: Zur Probenvorbereitung verwendete Chemikalien mit Rein-
heitsangaben und Bezugsquellen.
Reinheit Bezug
Acetonitril HPLC VWR (Darmstadt, Dtl.)
β-Glucuronidase Roche
aus E. coli
–
(Grenzach-Wyhlen, Dtl.)
Cyclohexan HPLC Merck (Darmstadt, Dtl.)
Kaliumcarbonat p. a. Merck
Kaliumhydrogencarbonat 99,7 % Merck
Methanol dest.a VWR
Natriumhydrogenphosphat p. a. Merck
Sigma-Aldrich
Phosphor(V)-oxyd rein
(Seelze, Dtl.)
tert.-Butylmethylether Applichem
(TBME)
dest.a
(Darmstadt, Dtl.)
a Jeweils über Calciumoxyd frisch destilliert.
Zur Probenvorbereitung wurden jeweils 10 mL Urin portionsweise auf eine
Chromabond R©C18 SPE-Kartusche aufgetragen (Octadecyl-modifiziertes Kie-
selgel, 500 mg, Macherey-Nagel, Düren, Dtl.). Nach Spülung mit 2 mL Aqua dest.
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wurden Steroide und Steroid-Konjugate mit 2 mL Methanol eluiert. Das Eluat
wurde unter Vakuum am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Rück-
stand wurde in 1 mL Natriumphosphatpuffer (0,2 M, pH 7) aufgenommen und
anschließend mit 5 mL TBME gewaschen. Danach wurden die wässrige und
die organische Phase durch fünf minütige Zentrifugation bei ca. 840 g getrennt.
Die Etherphase wurde mit einer Pasteurpipette abgehoben und verworfen. Et-
waige Reste von TBME wurden unter Vakuum am Rotationsverdampfer ent-
fernt.
Die Dekonjugation der Steroidglucuronide erfolgte durch enzymatische Hy-
drolyse mittels β-Glucuronidase aus E. coli. Hierzu wurde dem Extrakt 50µL
des Enzyms zugesetzt. Nach kurzem Schütteln (Vortex) wurde das Gemisch
eine Stunde bei 50 ◦C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurde die Re-
aktion durch Zugabe einer 20 %-igen wässrigen Lösung (w/v) eines Gemischs
aus Kaliumcarbonat und Kaliumhydrogencarbonat (1/1, w/w) beendet. Durch
die so erreichte Einstellung des pH-Wertes auf 9,6 wurde gleichzeitig bewirkt,
dass saure Verbindungen bei der nachfolgenden flüssig/flüssig-Extraktion der
dekonjugierten Steroide in der wässrigen Phase verblieben.
Die Extraktion erfolgte durch Zugabe von 5 mL TBME und nachfolgendem
gleichmäßigem Schütteln der Probe für mindestens 5 min. Nach abermaliger
Zentrifugation unter den zuvor genannten Bedingungen wurde die organische
Phase überführt und zur Trockne eingeengt.
Abschließend erfolgte eine Aufreinigung der Proben mittels semi-präparativer
HPLC unter Reversed Phase Bedingungen. Hierzu wurde der Steroidextrakt
zunächst in 60µL Methanol aufgenommen. Um eine möglichst vollständige
Überführung des Probenmaterials zu gewährleisten, wurde die Zentrifugen-
glaswand im unteren Bereich sorgfältig und mehrfach mit dem zugefügten
Lösungsmittelvolumen gespült. Es verblieben typischerweise etwa 55µL im
Glas. Diese wurden in ein mit einem Mikroeinsatz bestückten 1 mL-Autosamp-
lervial überführt. Das Injektionsvolumen betrug 50µL. Ungefähr 1µL einer
methanolischen Testosteronacetatlösung wurden zugefügt. Dies diente als Re-
ferenzstandard zur Kontrolle der Retentionszeiten.
Der Flüssigeitschromatograph war ein Modell LC 1090 von Hewlett & Packard
(Böblingen, Dtl.). Als Trennsäule wurde eine LiChrospher R© 100 RP 18 der
Firma Merck (Darmstadt, Dtl.) benutzt. Die Abmessungen der Säule betrugen
250 × 4 mm bei einer Korngröße von 5µm. Die mobile Phase bestand aus
Acetonitril und Wasser. Der Acetonitril-Anteil betrug anfänglich 30 %. Dieser
wurde innerhalb von 20 min linear auf 100 % erhöht. Der Fluss der mobilen
Phase betrug konstant 1 mL/min.
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Die Detektion erfolgte mittels DAD im UV-Bereich bei 192, bzw. 245 nm.
Aufgrund der im Vergleich zu den Störsignalen schwachen UV-Response der
relevanten Analyten musste der Sammelvorgang ohne visuelle Kontrolle des
UV-Signals bewerkstelligt werden. Die Stabilität der Retentionszeiten wurde
u. a. anhand des Testosteronacetatsignals kontrolliert. Da dieses jedoch außer-
halb der relevanten Intervalle eluiert (s. Abb. 5.2) wurde zusätzlich vor jeder
fünften bis sechsten Injektion ein Standardgemisch gemessen.
Die Sammlung der einzelnen Fraktionen erfolgte manuell unter Vernachläs-
sigung einer zeitlichen Differenz zwischen Detektor und Ausgang des Chro-
matographen. Gesammelt wurden vier Fraktionen (I – IV). Fraktion I enthielt
die Corticosteroid-Metaboliten A11OH und E11OH. Fraktion II enthielt di-
verse Androstandiole, sowie 5β-Pregnan-3α, 17α, 20α-triol (PT). Fraktion III
enthielt die Androgenmetaboliten A und E. Fraktion IV enthielt PD.
Retentionszeit [min]
εε 
[au
]
5 7 9 11 13 15 17
0
20
0
50
0
80
0 ε192
ε245
Sammelintervalle
1
2,34
5
6
7
8
LC−I LC−II LC−III LC−IV
Abbildung 5.2: HPLC/UV-Chromatogramm des zur Festlegung der
Sammelzeiten verwendeten Standardgemischs. 1: 11β-Hydroxyandro-
steron; 2: 5β-Androstan-3α, 17β-diol; 3: Pregnantriol; 4: 5α-Androstan-
3α, 17β-diol; 5: Etiocholanolon; 6: Androsteron; 7: Pregnandiol; 8: Te-
stosteronactetat; LC-I bis LC-IV: Bezeichnung der gesammelten Fraktio-
nen.
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Abb. 5.2 zeigt das HPLC-Chromatogramm eines Standardgemischs und die
entsprechenden Sammelintervalle.
Die gesammelten Fraktionen wurden unter Grobvakuum am Rotationsverdamp-
fer zur Trockne eingeengt. Zur Unterstützung diente ein Wasserbad, das auf ca.
60 ◦C eingestellt war. Anschließend wurden die Rückstände für min. 2 h im
Exsikkator über P2O5 getrocknet.
Die getrockneten Fraktionen wurden in Methanol (Fraktionen I u. IV) oder in
Cyclohexan (Fraktion III) aufgenommen. Für die Fraktion I wurden 20µL bis
75µL, für Fraktion III 50µL bis 150µL und für Fraktion IV 5µL bis 25µL
des jeweiligen Lösungsmittels verwendet. Dem Lösungsmittel wurde als Re-
ferenzstandard (RSTD) jeweils 5α-Androstan-3β-ol zugefügt. Die zugefügte
Menge wurde so gewählt, dass bei der Messung jeweils ca. 100 ng des RSTDs
in den GC injiziert wurden.
5.2.3.2 13C/12C-Analyse
Die 13C/12C-Analysen der urinären Steroide wurden auf einem GC Typ 5890
(Hewlett & Packard, jetzt Agilent, Böblingen, Dtl.) durchgeführt. Der GC war
über ein Combustion Interface II (Finnigan MAT, jetzt Thermo-Finnigan, Bre-
men, Dtl.) an ein IRMS Typ Delta C (Finnigan MAT) gekoppelt.
Die Injektionen erfolgten grundsätzlich durch einen automatischen Probenge-
ber Typ A200S (CTC Analytics, Zwingen, Schweiz). Die HPLC Fraktion IV
wurde jedoch manuell injiziert um die sehr kleinen Volumina (ca. 5 − 7µL)
handhaben zu können. Je nach erwarteter Konzentration der Steroide wurden
1− 4µL injiziert. Die Injektionsgeschwindigkeit betrug 10µL/s.
Als Säule diente ein Modell Optima-δ-3 (Macherey & Nagel, Düren Dtl.).
Die Länge betrug 30 m, der innere Durchmesser 0,25 mm und die Filmstär-
ke 0, 25µm.
Die Injektionen erfolgten im Splitless-Modus bei einer Temperatur von 300 ◦C.
Das Splitless-Intervall betrug 90 s. Währenddessen wurde der GC bei 60 ◦C
gehalten. Die Temperatur wurde dann mit einer Rate von 30 ◦C/min auf 265 ◦C
erhöht. Es folgte eine zweite Temperaturrampe von 2 ◦C/min bis auf 295 ◦C,
die der eigentlichen Trennung der Steroide diente. Abschließend wurde die
Temperatur noch einmal rasch (30 ◦C/min) bis auf 310 ◦C erhöht. Dieser Wert
wurde für 2 min beibehalten, um die Säule zu konditionieren.
Der GC wurde bei einem konstanten Trägergasdruck von 30 psi (ca. 2,1 bar)
betrieben. Während des Temperaturintervalls, in welchem die relevanten Ana-
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(a) Modifizierte Posi-
tionen im GC-C-IRMS-
System.
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(b) Detaildarstellung der durch Aufboh-
ren der Verschraubung und Anhebung des
Oxidationsreaktor bewirkten Änderungen
(Abb. 5.3(a), Pos. 6 u. 7).
Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der am GC-C-IRMS-System
vorgenommen Modifikationen.
lyten getrennt wurden (265 ◦C bis 295 ◦C), resultierte im Straight-Modus ein
Trägergasfluss, der von ca. 2,8 mL/min auf 2,2 mL/min abfiel. Dieser wurde
an der Open-Split-Verbindung zum IRMS manuell mit einem Blasenzähler ge-
messen.
Als Trägergas wurde Helium mit einer Reinheit von 99,999 % (v) verwendet.
Diese Quelle diente gleichzeitig zur Versorgung des Combustion Interfaces.
Das GC-C-IRMS-System war in unveränderter Form nicht für die Analyse von
underivatisierten Steroiden geeignet. Auch acetylierte Steroide konnten nur mit
begrenztem Erfolg gemessen werden. Insbesondere zeichneten sich die Chro-
matogramme durch unakzeptabel hohe Peakbreiten (> 30 s) und extrem asym-
metrische, tailende Peaks aus.
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Abb. 5.3 enthält eine schematische Darstellung des GC-C-Systems. Positionen,
an denen Modifikationen vorgenommen wurden, oder die aus anderen Gründen
von Bedeutung sind, sind dort durch Ziffern gekennzeichnet.
1. Es wurde ein vollständig offener Splitless-Liner ohne Verjüngungen und
ohne Glaswolle verwendet (Abb. 5.3(a), Pos. 1). Die sonst erfolgreiche
Verwendung von Glaswolle führte bei der Messung von underivatisier-
ten Steroiden zu Substanzverlust und Geisterpeaks. Acetylierte Steroide
wurden zum Teil wieder zersetzt.
2. Es wurde ein sog. “Retention-Gap” eingebaut (Abb. 5.3(a), Pos. 2).
Hierzu diente eine HMDS-deaktivierte Glaskapillare mit einem inneren
Durchmesser von 0,32 mm (BGB Analytik, Schloßböckelheim, Dtl.).
Die Länge betrug ca. 1,5 m, wurde aber regelmäßig um einige cm ge-
kürzt, falls sich die Chromatographie verschlechterte. Die Verbindung
zur GC-Säule mittels eines Pressfit-Verbinders (0,32 mm 7→ 0,25 mm,
BGB) erzielt. Die Verwendung von Retention-Gaps ist bei Splitless-In-
jektionen von großem Vorteil, um das sog. Cold-Trapping zu unterstüt-
zen [64].
3. Der VALCO Kreuzverbinder (Abb. 5.3(a), Pos. 3) wurde durch einen
universellen Y-Splitter (Glas-Pressfit-Verbinder) ersetzt.
Der originale Verbinder besteht aus Metall. Er stellte sich unter den hier
entwickelten Analysenbedingungen für die Messung hoch-siedender Ver-
bindungen aus den folgenden Gründen als ungeeignet heraus:
• Er besitzt eine hohe thermische Kapazität, und stellt daher zwangs-
läufig einen Cold Spot dar. Dies gilt zumindest dann, wenn die Be-
dingungen nicht über längere Zeit isotherm sind. Isotherme Bedin-
gungen kamen aber zur Lösung der hier bearbeiteten Trennproble-
me nicht in Frage.
• Die Oberfläche ist evtl. katalytisch aktiv, bzw. besitzt oxydative
Aktivität.
• Aufgrund der regelmäßig absolvierten starken Temperaturwechsel
im Splitless-Modus war es nahezu unmöglich, an den drei Ver-
schraubungen eine ausreichende Dichtigkeit zu erhalten. Im Split-
less-Modus sind relativ große Temperaturspannen erforderlich (hier
60 ◦C bis 300 ◦C), um ein effektives Cold-Trapping zu ermögli-
chen. Die für leckfreie Bedingungen notwendigen sehr hohen An-
zugsmomente führten auf Dauer entweder dazu, dass die Vespel R©-
Dichtungen zerstört werden, oder dass sie sich bei einem fälligen
Säulenwechsel nicht mehr entfernen ließen. Die Verschraubungen
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mussten im Übrigen spätestens nach etwa 20 Messungen nachge-
zogen werden.
Aufgrund der erforderlichen Signalstärken konnten die Messungen
nur unter Splitless-Bedingungen durchgeführt werden. Außerdem
besteht bei Split-Injektionen mindestens theoretisch die Möglich-
keit von Isotopenfraktionierungen im Einspritzblock
4. Das Backflush-Ventil wurde nach außerhalb des GC-Gehäuses verlegt
(Abb. 5.3(a), Pos. 5). Zwar kann sich unter diesen Bedingungen im Lau-
fe der Zeit kondensiertes Material in der Backflush-Kapillare ansammeln
und u. U. zu Problemen führen. Dies betrifft ibs. die Zone unmittelbar
nach Austritt aus dem GC-Gehäuse. Meist konnte dem jedoch durch
mehr oder minder regelmäßige Behandlung mit einer Heizpistole be-
gegnet werden. Die Backflush-Kapillare wird zweckmäßig ohnehin bei
einem Säulenwechsel zusammen mit dem Y-Splitter (Abb. 5.3(a), Pos.
4) ausgewechselt, sodass unter normalen Umständen und innerhalb übli-
cher Betriebsintervalle keine nennenswerten Probleme zu erwarten sind.
Diese geringfügigen Nachteile wurden dadurch mehr als wettgemacht,
dass die mechanischen Teile des Ventils keinem thermischen Stress mehr
unterlagen, und somit weit weniger anfällig für Leckagen waren.
Das herstellerseitig verwendete Nadelventil war im Übrigen nur für ei-
ne maximale Arbeitstemperatur von 250 ◦C spezifiziert. Für die meis-
ten Anwendungen, und ibs. für die Analyse von Steroiden muss die-
ser Wert jedoch überschritten werden. Dementsprechend häufig kam es
durch Verzug des Schaftes zum plötzlichen Blockieren dieses Bauteils.
Als Folge wurde der Oxydations-Reaktor durch das Lösungsmittel irre-
versibel beschädigt und musste ausgetauscht werden.
5. Die Verschraubung, mit der die GC-Kapillare mit dem Oxydationsreak-
tor verbunden wird, wurde auf einen Durchmesser von 0,5 mm aufge-
bohrt (Abb. 5.3(a), Pos. 6). Hierdurch wurde es möglich, die Kapillare
einige cm weit in das Keramikrohr des Reaktors einzuführen (s. Abb.
5.3(b)). Weitere Cold-Spots, Kontakte mit Metalloberflächen und vor al-
lem Totvolumina im Reaktor konnten so reduziert, bzw. vermieden wer-
den.
6. Die Position des Reaktors im Heizelement wurde durch Fixierung der
oberen Verschraubung bis auf ca. 1 mm vor Anschlag der unteren Ver-
schraubung am GC-Gehäuse angehoben (Abb. 5.3(a), Pos. 6 u. 7). Hier-
durch wurde vor allem bewirkt, dass die Analyten die Glasskapillare in
der unmittelbar beheizten Zone des Reaktors verlassen. Dies sollte in
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schnellerem Übertritt in den Reaktor und rascherer Verbrennung resul-
tieren.
Der durch diese Maßnahmen erzielte Zugewinn an analytischer Qualität lässt
sich vermutlich am ehesten durch den Tailingfaktor ausdrücken. Hier sind zwei
Analyten von besonderem Interesse: E, weil das unmittelbar danach eluierende
A durch den Untergrund beeinflusst werden kann (s. Abb. 5.5 u. 5.7), und PD,
weil es bisweilen schwach konzentriert ist. In beiden Fällen können sich durch
Tailing erhebliche systematische Fehler der gemessenen 13C/12C-Verhältnisse
ergeben.
Allein durch Anheben des Reaktors um ca. 15 mm reduzierte sich der Tailing-
faktor in 5 % Peakhöhe für E von 2,19 auf 1,04 und für PD von 2,57 auf 1,25
(Standardmischung, jeweils x¯, n = 6).
Speziell PD war ohne die weiteren zuvor aufgeführten Maßnahmen z. T. über-
haupt nicht messbar.
5.2.4 Datenanalyse
Für sämtliche Berechnungen wurde R in der jeweils aktuellen Version [131]
verwendet. Die Anpassung der LMEs erfolgte unter Zuhilfenahme der nlme-
Bibliothek [125].
An den Datensatz wurde iterativ ein lineares Modell mit gemischten Effek-
ten (LME) angepasst [8, 124, 125]. Als abhängige Variable wurde stets der
δ13CVPDB-Wert aufgefasst. Die Identität der Verbindungen bildete a priori
eine eigene unabhängige Variable. Es wurden also grundsätzlich unterschied-
liche Werte für unterschiedliche Steroide angenommen.
Für die Zufallseffekte wurde angenommen, dass jede einzelne Untersuchungs-
person mit einem individuellen GAUSS-verteilten Basiswert versehen war.
Ausgangspunkt für die weitere Modellanpassung war die visuelle Inspektion
der Daten mittels Boxplots. Sukzessive wurden weitere unabhängige Variablen
aufgenommen. Die Signifikanz wurde jeweils mittels Modellvergleich über-
prüft. Der Vergleich erfolgte entweder über einen Likelhood-Ratio-Test oder
durch AKAIKEs Informationskriterium (AIC) [123, 124].
Nach vollzogener Anpassung wurde möglichst versucht das Modell zu verein-
fachen. Basierend auf den t- und F -Statistiken wurden nicht signifikante Terme
entfernt.
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Für die δ13CVPDB-Werte der einzelnen Steroide wurden parametrische Re-
ferenzlimits nach SOLBERG und GRÄSBECK geschätzt [151]. Hierzu wurde
eigene R-Funktionen geschrieben. Diese sind unter Listing A.1 (S. 137) zu
finden. Berechnet wurden das obere und das untere Referenzlimit, wobei ein
Konfidenzniveau von α = 0,999 festgelegt wurde. Zusätzlich wurden die Ver-
trauensintervalle der Referenzlimits abgeschätzt. Hierfür wurde ein Konfidenz-
niveau von β = 0,9 festgelegt.
Für das parametrische Verfahren zur Berechnung von Referenzlimits müssen
die Referenzwerte mindestens näherungsweise einer GAUSS-Verteilung fol-
gen. Diese Voraussetzung wurde zuvor mittels des Tests nach SHAPIRO und
WILK geprüft [138].
Für ∆δ13C-Werte von A gegen PD, von A gegen A11OH, von E gegen PD,
sowie von E gegen A11OH wurde sinngemäß vorgegangen.
Abschließend wurden die Daten mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA) un-
tersucht. Die δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide A, E, A11OH, E11OH,
und PD dienten als Variablen. Die PCA diente vor allem der Identifikation von
Varianzquellen. Ferner repräsentierten alle Variablen dieselbe Messgröße. Aus
diesen Gründen wurden die Variablen für die PCA mittelwertzentriert, jedoch
nicht skaliert.
5.3 Ergebnisse und Diskussion
5.3.1 GC-C-IRMS-Messungen
Die Abbildungen 5.4, 5.5 und 5.6 zeigen repräsentative GC-C-IRMS-Messun-
gen der HPLC-Fraktionen I, III und IV. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollten sämtliche Analyten in underivatisierter Form vermessen werden. Die
in Fraktion II vorhandenen Verbindungen erwiesen sich diesbezüglich aber
als problematisch. Insbesondere Pregnantriol (5β-Pregnan-3α, 17α, 20α-triol,
PT) ließ sich auf der verwendeten Apparatur z. B. nur äußerst schwer chro-
matographieren. Die Analyse dieses Metaboliten von 17α-Hydroxyprogeste-
ron könnte zusätzlich zum PD Aufschluss über die 13C/12C-Verhältnisse der
Gestagene geben.
Um eine angemessen kurze Retentionszeit zu erreichen, wären sehr hohe Tem-
peraturen – jenseits von 300 ◦C – erforderlich gewesen. Gleichzeitig hätte dies
aber zu einem zu geringen Trägergasfluss geführt, da der verwendete GC nicht
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Abbildung 5.4: GC-C-IRMS-Messung der HPLC-Fraktion I. 1: RSTD
(5α-Androstan-3β-ol), 2: 11-Ketoetiocholanolon, 3: 11β-Hydro-
xyetiocholanolon, 4: 11β-Hydroxyandrosteron.
mit einer temperaturgeregelten Anpassung des Vordrucks ausgestattet war. Der
Säulenvordruck konnte ferner nicht weiter gesteigert werden, da die verwen-
deten 30 psi die obere Grenze des Steuerbereichs darstellten.
Ein weiteres Problem stellte vermutlich die Massenfraktionierung sehr hoch
siedender Analyten in der Spritzennadel dar. In einigen Fällen konnte nämlich
bei dem Versuch PT zu vermessen auch nach 30 Minuten und Ofentempera-
turen von 300 ◦C überhaupt kein Signal erhalten werden. Das Phänomen der
Massenfraktionierung ist bekanntlich sehr unreproduzierbar, sodass hier eine
mögliche Erklärung für die schwere Messbarkeit von PT zu finden ist. Aus der
Praxis war bekannt, dass auch PD bei zu geringen Injektionsgeschwindigkei-
ten zu diesem Verhalten neigt. Da das um eine Hydroxygruppe reichere PT
noch schwerer zu verdampfen sein dürfte, unterstützt diese Beobachtung die
genannte Erklärung.
Es ist fraglich, ob eine Derivatisierung der Fraktion II zu deutlich besseren Re-
sultaten geführt hätte. Die Retentionszeiten acetylierter Steroidalkohole neh-
men gegenüber den freien Verbindungen beispielsweise eher zu denn ab.
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Abbildung 5.5: GC-C-IRMS-Messung der HPLC-Fraktion III. 1: RSTD
(5α-Androstan-3β-ol), 2: Etiocholanolon, 3: Androsteron.
Die beiden in der Fraktion vorhandenen Androstandiole wiesen ohne weitere
Behandlung in der Regel Koelutionen auf, die eine sinnvolle Auswertung der
Daten unmöglich machten. Die Derivatisierung zu Diacetaten mittels Esssig-
säureanhydrid/Pyridin führte zu zwar zu weniger Untergrund im entsprechen-
den Bereich des Chromatogramms, allerdings ließen sich die Isomere dann
nicht mehr von einander trennen.
Androstandiole sind bedeutende Metaboliten von Testosteron. Die 13C/12C-
Analyse der in Fraktion II enthaltenen Steroide wäre also aus verschiedenen
Gründen von hohem Interesse. Aufgrund der hier beschriebenen Schwierigkei-
ten wurde jedoch darauf verzichtet. Durch die Kombination mehrerer HPLC-
Schritte ist die Bestimmung der 13C/12C-Verhältnisse von Androstandiolen
inzwischen möglich [126]. Zuverlässige Daten für PT scheinen aber bislang
nicht vorzuliegen.
Für die Validität von mittels GC-C-IRMS gemessenen Isotopenverhältnissen
ist die Qualität der Chromatographie von entscheidender Bedeutung. Insbeson-
dere ist eine echte Basislinientrennung benachbarter Peaks erforderlich. An-
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Abbildung 5.6: GC-C-IRMS-Messung der HPLC-Fraktion VI. 1: RSTD
(5α-Androstan-3β-ol), 2: Pregnandiol.
sonsten kommt es zu systematischen Fehlern, wobei der erste Peak zu niedrige
und der zweite Peak zu hohe Werte aufweist [62].
Wie der Abb. 5.5 zu entnehmen ist, ist die Erfüllung dieser Vorausetzung für die
beiden 17-Ketosteroide E und A zunächst fragwürdig. Betrachtet man aber den
entsprechenden Ausschnitt des Chromatogramms genauer (Abb. 5.7), so ist zu
erkennen, dass die Trennung nahezu vollständig ist. Bezogen auf E beträgt die
Auflösung etwa 2,6 % (ausgedrückt in “%-Valley”). Für A würde dieser Wert
aufgrund der höheren Konzentration noch günstiger ausfallen.
Eine nennenswerte Verzerrung der 13C/12C-Verhältnisse durch mangelnde chro-
matographische Auflösung ist daher nicht zu befürchten. Zwar fanden FLEN-
KER et al. geringfügige Unterschiede der gemessenen 13C/12C-Verhältnisse,
je nachdem, ob E und A getrennt oder gemeinsam vermessen wurden [50]. Im
Gegensatz zu den vorliegenden Untersuchungen war das GC-C-IRMS-System
in dieser früheren Studie aber nicht, bzw. nur teilweise gem. Abschnitt 5.2.3.2
optimiert.
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5.3.2 Charakterisierung der Referenzpopulation
Tab. 5.3.2 enthält die anthropometrischen Daten der Population. 11 männliche,
jedoch lediglich 2 weibliche Untersuchungsteilnehmer bezeichneten sich selbst
als “Leistungssportler”.
Tabelle 5.2: Anthropometrische Daten (x¯ ± s) der Referenzpopulation.
Geschlecht Alter [a] Gewicht [kg] Größe [cm]
männlich (n = 36) 25,9 ± 4,4 78,1 ± 7,3 182 ± 7
weiblich (n = 20) 24,4 ± 3,0 62,3 ± 7,8 172 ± 6
Damit ist zunächst zu befürchten, dass weibliche Leistungssportler in der Po-
pulation unterrepräsentiert sind, und dass daher die Validität der bei weibli-
chen Teilnehmern gemessenen 13C/12C-Verhältnisse fragwürdig ist. Betrach-
tet man jedoch die Verteilung der Trainingsfrequenzen auf das Geschlecht
(Tab. 5.3), so wird deutlich, dass die körperliche Aktivität bezogen auf die
Zahl der Probanden des jeweiligen Geschlechts etwa vergleichbar ist. Der ent-
sprechende χ2-Test für 2 × 3 Felder bleibt unsignifikant (χ2 = 2, 24, FG = 2,
p ≈ 0, 33), was den Eindruck unterstützt.
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Tabelle 5.3: Verteilung der wöchentlichen Trainingshäufigkeit in der Re-
ferenzpopulation auf das Geschlecht
Trainingsfequenz [1/w]
Geschlecht < 2 2− 3 > 3
♂ 8 12 16♀ 7 8 5
Insgesamt 10 Untersuchungspersonen litten nach eigener Angabe zum Zeit-
punkt der Probennahme unter einer akuten oder chronischen Erkrankungen.
Tab. 5.4 beinhaltet eine Auflistung der vorliegenden Krankheiten. Lediglich
Erkältungsbeschwerden kammen mehrfach vor.
Tabelle 5.4: In der Referenzpopulation vorliegende Erkrankungen und
gesundheitliche Beeinträchtigungen
n
Anämie 1
Bilirubinspiegel erhöht 1
Diabetes mellitus 1
Erkältungsbeschwerden 4
Hoden−Ektomie 1
Magen−Darm−Erkrankung 1
Zahnschmerzen 1
Allgemein war kein Einfluss der vorliegenden Erkrankungen auf die körperli-
che Aktivität feststellbar. Lediglich eine erkrankte Untersuchungsteilnehmerin
(Diabetes mellitus) gab an zum Zeitpunkt der Probennahme weniger als zwei-
mal in der Woche zu trainieren. Alle anderen Teilnehmer, die gesundheitliche
Beeinträchtigungen angaben, trainierten häufiger.
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5.3.3 Referenzverteilungen von δ13CVPDB-Werten und
∆δ13C-Werten urinärer endogener Steroide
Tab. 5.5 enthält die jeweiligen Referenzlimits und die entsprechenden Vertrau-
ensintervalle für die δ13CVPDB-Werte. Tab. 5.6 zeigt diese Parameter für die
∆δ13C-Werte. Zusätzlich wurden die gefundenen Extremwerte aufgeführt.
Für alle untersuchten Verteilungen blieb der SHAPIRO-WILK-Test auf GAUSS-
Verteilung unsignifikant (p > 0.1). Damit ist jeweils von einer hinreichenden
Annäherung an eine GAUSS-Verteilung auszugehen, sodass die Anwendung
des parametrischen Verfahrens zur Ermittlung von Referenzlimits gerechtfer-
tigt ist [151].
Tabelle 5.5: Extremwerte (Spanne), Referenzlimits und Konfidenzinter-
valle (Konf.-Int.) der Referenzlimits der 13C/12C-Verhältnisse endoge-
ner Steroide. Alle Angeben in 103 · δ13CVPDB.
Referenzlimits
Verbindung Spanne (α = 0, 999) Konf.-Int.
unteres oberes (β = 0, 9)
A −24,02 bis −20,60 −24,91 −20,51 ±0,39
E −25,11 bis −21,57 −26,15 −21,46 ±0,42
PD −24,13 bis −20,96 −25,08 −20,59 ±0,39
A11OH −24,67 bis −21,26 −24,95 −20,28 ±0,41
Tabelle 5.6: Extremwerte (Spanne), Referenzlimits und Konfidenzinter-
valle (Konf.-Int.) der Referenzlimits ausgewählter ∆δ13C-Werte endo-
gener Steroide. Alle Angaben in 103 ·∆δ13C.
Referenzlimits
Differenz (α = 0, 999) Konf.-Int.Spanne
unteres oberes (β = 0,9)
A − A11OH −1,55 bis +1,44 −1,83 +1,84 ±0,34
A − PD −1,52 bis +1,72 −1,89 +2,22 ±0,37
E − A11OH −3,14 bis +0,47 −3,73 +1,49 ±0,49
E − PD −2,17 bis +0,75 −2,88 +1,01 ±0,35
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Abbildung 5.8: Referenzverteilung der δ13CVPDB-Werte von Andros-
teron
Die Abbildungen 5.8, 5.9, 5.10 und 5.11 zeigen die Referenzverteilungen der
δ13CVPDB-Werte der untersuchten Steroide.
Die Abbildungen 5.12, 5.13, 5.14 und 5.15 zeigen die entsprechenden Vertei-
lungen der ∆δ13C-Werte.
Der graue Balken veranschaulicht das Referenzintervall für ein Vertrauensni-
veau von α = 0,999. Die schraffierten Flächen entsprechen dem Konfidenzin-
tervall der Referenzlimits für ein Niveau von β = 0, 9.
Die durchgezogene rote Linie entspricht der GAUSS’schen Dichtefunktion, je-
weils aus den geschätzten Parametern der Verteilung (x¯, s) ermittelt wurde.
Die gestrichelte schwarze Linie entspricht der Kerndichteschätzung für die ent-
sprechenden Daten [159]. Die automatisch ermittelte Bandbreite [148] wurde
jedoch nicht verwendet. Für die δ13CVPDB-Werte wurde ein Wert von 0,3, für
die ∆δ13C-Werte ein Wert von 0,42 (=
√
0,32 + 0,32) vorgegeben. Dies ent-
spricht jeweils etwa der bekannten, bzw. berechneten Gerätepräzision.
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Abbildung 5.9: Referenzverteilung der δ13CVPDB-Werte von Etiocho-
lanolon
Allgemein ist zu erkennen, dass die theoretischen Verteilungen recht gut den
empirischen Verteilungen enstprechen. Damit können die in den Tabellen 5.5
und 5.6 aufgeführten Limits grundsätzlich als valide angesehen werden.
Eine deutliche Ausnahme bildet allerdings die Verteilung der δ13CVPDB-Werte
von A11OH (Abb. 5.10). Der SHAPIRO-WILK-Test bleibt auch für diese Ver-
teilung völlig unauffällig (p ≈ 0,40). Dennoch weist sie deutlich erkennba-
re Tendenzen zu einer bimodalen Verteilung auf. Es ist daher anzunehmen,
dass physiologische Vorgänge existieren, die die 13C/12C-Verhältnisse sys-
tematisch beeinflussen. Möglicherweise spielen cirkadiane Rhythmen, Stress
oder körperliche Aktivität eine Rolle. Von all diesen Faktoren ist bekannt, dass
sie die Ausschüttung von Glucocorticoiden, und damit von A11OH beeinflus-
sen. Mit unterschiedlichen Produktionsraten könnte aber durchaus eine unter-
schiedliche Rekrutierung von Substraten einhergehen. Ferner könnte sich die
Limitierung während der Biosynthese verlagern. Unter beiden Umständen wä-
ren Verschiebungen der 13C/12C-Verhältnisse zu erwarten.
Darüberhinaus weisen ibs. die δ13CVPDB-Verteilungen von E und A je einen
auffallend hohen Wert auf, welcher der gleichen Probe entstammt. Dieser ein-
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Abbildung 5.10:Referenzverteilung der δ13CVPDB-Werte von 11β-Hy-
droxyandrosteron
zelne Wert dürfte die Schätzungen der Parameter relativ wenig beeinflussen.
Allerdings ist ein solcher Wert in der Nähe des 99,9 %-Referenzlimits bei ei-
nem Stichprobenumfang von n = 56 kaum zu erwarten.
Wie im Abschnitt 5.3.4 dargestellt werden wird, sind vermutlich Ernährungs-
einflüsse für den Befund verantwortlich.
5.3.4 Physiologische Einflüsse auf
13C/12C-Verhältnisse endogener, urinärer
Steroide
Die Abbildungen 5.16 und 5.17 zeigen diagnostische Diagramme, die es er-
möglichen, die Güte des angepassten LMEs zu überprüfen.
In Abb. 5.16 sind die Residuen des Modells gegen die angepassten Werte auf-
getragen (sog. Residuenplot). Die Residuen streuen insgesamt zufällig um die
angepassten Werte. Die Homoskedastizitätsbedingung ist sehr gut erfüllt. All-
gemein ist die Präzision von IRMS-Messungen vom Isotopenverhältnis selbst
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Abbildung 5.11: Referenzverteilung der δ13CVPDB-Werte von Pre-
gnandiol
größtenteils unabhängig. Dies liegt vor allem daran, dass zur Detektion keine
Dynoden, sondern FARADAY-Auffänger verwendet werden, sodass sich zufäl-
lige Streuungen des Ionenstroms nicht multiplizieren können. Auch aus biolo-
gischer Sicht ist eine Änderung der Streuung des 13C/12C-Verhältnisses mit
ansteigenden Werten nicht zu erwarten. Die effektive Größe von KIEs ist bei
biochemischen Prozessen vom Isotopenverhältnis grundsätzlich unabhängig.
Da es sich bei den bislang betrachteten Prozessen um offene Systeme handelt
und die jeweiligen Pools i. d. R. nicht ausgeschöpft werden, wird das Isoto-
penverhältnis auf der Substratseite auch durch stark ausgeprägte KIEs nicht
nennenswert verändert.
Der Residuenplot in Abb. 5.16 weist allerdings entgegen diesen Überlegun-
gen einen leichten, sigmoiden Trend auf. Dieser wäre jedoch ohne die Visua-
lisierung durch den lowess-Algorithmus [24, 25] praktisch nicht erkennbar.
Niedrige 13C/12C-Verhältnisse werden offenbar leicht überschätzt, hohe Ver-
hältnisse werden dagegen geringfügig unterschätzt.
56 Referenzbereiche
Androsteron − 11−Hydroxyandrosteron
103 × ∆δ13C
f(1
03
×
∆δ
13
C)
99.9%−Referenzintervall
l llll l llll ll ll lll ll l lll l llll lll l l
−3.045   −2 −1.5   −1 −0.5    0  0.5    1  1.5 2.935
0.
0
0.
2
0.
4
0.
6
0.
8
l
Dichteschaetzung
Theor. Verteilung
Lage der Daten
90%−Vertrauensintervall
der Referenzlimits
Abbildung 5.12: Referenzverteilung der ∆δ13C-Werte von Androsteron
gegen 11β-Hydroxyandrosteron
Abb. 5.17 zeigt Vergleiche der theoretischen Verteilung der Residuen mit der
Verteilung der empirischen und standardisierten Residuen unter Annahme ei-
ner GAUSS-Verteilung (sog. QQ-Plot).
Die Darstellung ist nach den untersuchten Verbindungen gruppiert. Ist die An-
nahme der GAUSS-Verteilung der Residuen erfüllt, so ergibt sich eine Überein-
stimmung der beiden Parameter, und die Datenpaare liegen auf einer Geraden
mit der Steigung 1. Anderenfalls ergeben sich systematische Abweichungen
von dieser Beziehung. Dies trifft insbesondere zu, wenn der Datensatz uner-
klärte Varianz enthält, die eventuell durch Gegenwart diskreter Untergruppen
zustande kommt. In diesem Fall würden sich stufenartige oder sigmoide Ver-
läufe ergeben.
Dies ist in Abb. 5.17 zu erkennen. Die niedrigen Werte fallen jeweils etwas
niedriger aus, als zu erwarten, höhere Werte liegen demgegenüber etwas zu
hoch. Dies entspricht dem beobachteten sigmoiden Trend im Residuenplot.
Dies Beobachtung legt nahe, dass sich in dem Datensatz noch Untergruppen
verbergen, welche nicht auf die untersuchten unabhängigen Variablen zurück
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Abbildung 5.13: Referenzverteilung der ∆δ13C-Werte von Etiochola-
nolon gegen 11β-Hydroxyandrosteron
geführt werden können. Denkbar wäre aber auch ein geringfügiger systema-
tischer Fehler, der nicht durch die Modellierung der Zufallseffekte abgebildet
wird. Dies wäre z. B. durch leichte Gerätedrift gegeben, sodass die Kurtosis der
Residuenverteilung beeinflusst wird und sich keine ideale GAUSS-Verteilung
mehr ergibt.
Insgesamt sind diese Abweichungen jedoch relativ gering und die Qualität der
Anpassung des Modells darf als sehr gut bezeichnet werden. Die Gültigkeit
der im weiteren getroffenen Schlussfolgerungen dürfte kaum beeinträchtigt
werden. Ibs. ist keine der untersuchten Verbindungen in Abb. 5.17 besonders
auffällig, sodass vor allem die aufgefundenen Interaktionseffekte als valide be-
trachtet werden können.
Die Standardabweichungen der Zufallseffekte betragen ±0, 46h zwischen
den Individuen und ±0, 44h für die Residuen. Im Idealfall entspricht die
Streuung der Residuen etwa der Methodenpräzision. Diese beträgt unter gu-
ten Bedingungen erfahrungsgemäß etwa ±0, 3h. Die Standardabweichung
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Abbildung 5.14: Referenzverteilung der ∆δ13C-Werte von Androsteron
gegen Pregnandiol
des Referenzstandards (RSTD), der jeder Probe zugesetzt wurde, liegt mit
±0, 32h in dieser Größenordnung.
Dieser Wert wird durch die endogenen Steroide überschritten. Dies weist gleich-
falls darauf hin, dass nicht alle relevanten Faktoren durch das Modell erfasst
wurden. Allerdings würde sich eine Präzision von ±0, 44h immer noch in
einem akzeptablen Rahmen bewegen, vor allem wenn die hohe Anzahl von
Messungen und der erhebliche Messzeitraum von mehreren Monaten berück-
sichtigt wird.
Tab. 5.7 zeigt die nach der Anpassung des LMEs als signifikant aufgefassten
Terme.
Tab. 5.8 beinhaltet die jeweiligen Koeffizienten des Modells, sowie deren nach
t-Statistik beurteilten Signifikanznivaus.
Abb. 5.18 zeigt die δ13CVPDB-Werte der gesunden und erkrankten Untersu-
chungspersonen im Vergleich. Um mögliche Einflüsse spezieller Erkrankungen
erkennen zu können, wurden für die erkrankte Gruppe die Einzelwerte anstatt
der üblichen Boxplots abgebildet. Zusätzlich sind die Werte nach der Erkran-
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Abbildung 5.15: Referenzverteilung der ∆δ13C-Werte von Etiochola-
nolon gegen Pregnandiol
kung aufgeschlüsselt. Es ist zu erkennen, dass die vorliegenden Erkrankungen
allgemein keinen Einfluss auf das 13C/12C-Verhältnis endogener Steroide be-
sitzen.
Interessant ist, dass eine männliche Person angab, dass bei ihr eine einseitige
Hoden-Ektomie vorgenommen wurde. Dies könnte unter Umständen erheb-
lichen Einfluss auf die 13C/12C-Verhältnisse von Androgenen haben, da die
Testosteronsynthese im verbleibenden Hoden vermutlich homöostatisch stimu-
liert wird.
Es ist jedoch nichts dergleichen zu erkennen. Alle beobachteten Werte sind
im Vergleich zu den nicht erkrankten Untersuchungspersonen unauffällig. Ei-
ne mögliche Schlussfolgerung ist, dass die Androgensynthese beim Gesunden
nicht durch HMG-CoA-Reduktase limitiert wird. Wie im Folgenden erläutert
wird (S. 63, Abb. 5.21), wird die durch dieses Schlüsselenzym der Steroid-
biosynthese katalysierte Reaktion von einem ausgeprägten KIE begleitet. Bei
abnehmender Limitierung durch dieses Enzym wäre daher ein Anstieg des
13C/12C-Verhältnisses auf der Produktseite zu erwarten.
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Abbildung 5.16: Re-
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Abbildung 5.17: Vergleich der theoretischen und empirischen Quantile
des an die δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide angepassten Mo-
dells (QQ-Plots).
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Tabelle 5.7: Signifikanz der Faktoren des an die δ13CVPDB-Werte der
Referenzpopulation angepassten Modells. Wechselwirkungen von Varia-
blen sind durch “×” gekennzeichnet.
Faktor FG Zähler FG Nenner F p
Steroid 5 169 22582,6 <0,0001
Orale Kontrazeption 1 52 6,2 0,016
Amerika-Reise 1 52 6,0 0,018
Trainingsfrequenz 1 52 4,5 0,038
Steroid × Geschlecht 5 169 3,0 0,014
Steroid × Ernährung 5 169 2,8 0,018
Die Abb. 5.20 verdeutlicht die Abhängigkeit der δ13CVPDB-Werte urinärer
Steroide von der Applikation oraler Kontrazeptiva. Der Vergleich bezieht sich
nur auf die weiblichen Untersuchungspersonen. Offenbar sind bei Anwendung
von Ovulationshemmern sämtliche Steroide 13C-abgereichert. Die Abreiche-
rung beträgt im Mittel etwa 0,7h.
Der Tab. 5.8 ist zu entnehmen, dass dieser Koeffizient im gesamten Modell
mit p = 0,115 eigentlich nicht signifikant ist. Dies dürfte aber vor allem auf
den im Vergleich geringen Stichprobenumfang zurück zu führen sein. Der Pa-
rameter wird nämlich statistisch signifikant, wenn man sinvoll nur die weibli-
chen Untersuchungspersonen zur Auswertung heranzieht (∆δ13C = −0,70±
0,3h, t ≈ −2,6, p ≈ 0,02, LME).
Dies legt nahe, dass die fehlende Signifikanz durch den unangemessenen Ver-
gleich mit den männlichen Referenzindividuen verursacht wird. Der Einfluss
der Ovulationshemmer wird so vermutlich verdeckt. Es erscheint daher insge-
samt gerechtfertigt, diesen Faktor trotz fehlender statistischer Signifikanz im
Modell zu belassen.
Unterstellt man, dass das 13C/12C-Verhältnis urinärer Steroide durch die An-
wendung oraler Kontrazeptiva tatsächlich herabgesetzt wird, so müssen sie ei-
ne limitierende Wirkung auf eine Reaktion an einer Verzweigung des Metabo-
lismus’ ausüben. Außerdem muss dies eine Reaktion sein, die der Biosynthese
mehrerer – oder aller – Steroidhormone gemeinsam ist, da sowohl Verbindun-
gen aus den Nebennieren, als auch aus den Gonaden betroffen sind.
MARECK et al. [97] konnten in der Tat zeigen, dass die Anwendung oraler
Kontrazeptiva (3-Phasen-Präparat) in der Lage ist, die urinäre Ausscheidung
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Tabelle 5.8: Koeffizienten des an die δ13CVPDB-Werte der Referenzpo-
pulation angepassten Modells. OK: Orale Kontrazeption; AR: Amerika-
Reise; TF: Trainingsfrequenz; ♀: Geschlecht weiblich; VEG: Vegetarier.
Wechselwirkungen von Variablen sind durch “×” gekennzeichnet.
Parameter 103 · δ13CVPDB SE FG t p
A −23,08 0,23 169 −100,3 < 0,0001
A11OH −23,07 0,23 169 −99,2 < 0,0001
E −24,29 0,23 169 −105,5 < 0,0001
E11OH −23,34 0,24 169 −97,5 < 0,0001
PD −23,37 0,23 169 −101,5 < 0,0001
OK −0,42 0,26 52 −1,6 0,115
AR 0,50 0,25 52 2,0 0,047
TF 0,21 0,09 52 2,3 0,027
A × ♀ 0,07 0,25 169 0,3 0,768
A11OH × ♀ 0,05 0,25 169 0,2 0,855
E × ♀ 0,53 0,25 169 2,1 0,035
E11OH × ♀ 0,02 0,26 169 0,1 0,953
PD × ♀ 0,41 0,25 169 1,7 0,098
A × VEG −0,46 0,34 169 −1,3 0,180
A11OH × VEG 0,41 0,37 169 1,1 0,275
E × VEG −0,80 0,34 169 −2,4 0,020
E11OH × VEG 0,07 0,42 169 0,2 0,867
PD × VEG −0,20 0,37 169 −0,5 0,584
sowohl von Epitestosteron als auch von PD deutlich zu supprimieren. Die Wir-
kung von Ovulationshemmern beruht auf einer negativen Rückkopplung: Mo-
difizierte Östrogene wie z. B. Ethinylöstradiol verhindern die Freisetzung von
GnRH aus dem Hypothalamus. Damit wird auch die Ausschüttung von LH
und FSH aus der Adenohypophyse verhindert. Bekanntlich untersteht die zur
Produktion aller Steroidhormone notwendige Seitenkettenabspaltung zwischen
dem C20 und dem C22 des Cholesterols einer Kontrolle durch LH. Das hierbei
verbleibende Cholesterol kann verestert und gespeichert, oder möglicherwei-
se auch in zelluläre Membranen integriert werden. Es handelt sich ferner um
die geschwindigkeitslimitierende Reaktion bei der Biosynthese von Steroid-
hormonen. Damit können die zuvor genannten Bedingungen an dieser Stelle
grundsätzlich erfüllt werden. Um die beobachtete 13C-Abreicherung von etwa
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Abbildung 5.18: Vergleichende Darstellung der δ13CVPDB-Werte en-
dogener, urinärer Steroide bei gesunden und erkrankten Mitgliederen der
Referenzpopulation
0,5h zu erzeugen, müsste die Reaktion bei hinreichendem Substratangebot
am C20 einen KIE von α ≈ 1,01 ausüben. Dies erscheint grundsätzlich rea-
listisch, da eine C-C-Einfachbindung gespalten wird. Gegen eine Konrolle des
13C/12C-Verhältnisses in Steroidhormonen durch diesen Mechanismus spricht
allerdings, dass im weiteren Stoffwechsel nur PD das C20 behält. Dieses wä-
re unter den genannten Umständen am stärksten von der 13C-Abreicherung
betroffen. Augenscheinlich sind aber die Androstane und das PD in gleichem
Ausmaß abgereichert. Zumindest lässt sich aus den vorliegenden Daten nichts
Gegenteiliges ableiten (vgl. Tab. 5.7). Daher ist zu postulieren, dass entweder
bei der Abspaltung der C-Atome 20 und 21 ein weiterer Isotopeneffekt in etwa
gleicher Ausprägung auftritt, oder aber das die Anwendung von Ovulations-
hemmern dazu führt, dass ein vorgelagerter, gemeinsamer Stoffwechselschritt
limitierend wird und einen KIE ausübt.
Eine Reaktion die die letzgenannten Bedingungen erfüllen könnte, ist die durch
HMG-CoA-Reduktase vermittelte Umwandlung von 3-Hydroxy-3-methylglu-
taryl-CoA zu Mevalonat. Diese Reaktion wird von einem kinetischen Isotopen-
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Abbildung 5.19: Einfluss des Geschlechts auf die δ13CVPDB-Werte von
endogenen, urinären Steroiden. M: Männliche Referenzindividuen; W:
weibliche Referenzindividuen.
effekt von α = 1,0031 ± 0,004 begleitet [96]. HMG-CoA-Reduktase gehört
zu den am stärksten regulierten Enzymen überhaupt [59]. Die Bioynthese von
Sterolen und Steroiden wird vor allem auf diesem Wege kontrolliert.
Eine Untersuchungsteilnehmerin war schwanger. Der Vergleich der δ13CVPDB-
Werte der urinären Steroide mit denen der anderen Teilnehmerinnen ist in Abb.
5.22 zu finden.
Die Muster der 13C/12C-Verhältnisse unterscheiden sich deutlich voneinan-
der. E, und vor allem A, weisen sehr niedrige Werte auf. E11OH und PD sind
dagegen unauffällig. Für A11OH konnte kein valider Wert gemessen werden.
Zu betonen ist vor allem die hohe Differenz zwischen A und PD. Mit−1,52h
handelt es sich um den niedrigsten Wert in der Population überhaupt. Tenden-
ziell könnte dies im Sinne eines Dopingverstoßes fehlinterpretiert werden.
Der Faktor Schwangerschaft wurde nicht in das LME einbezogen, da nur eine
einzige Beobachtung vorlag. Eine statistische Absicherung des Befundes kann
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Abbildung 5.20: Einfluss von oraler Kontrazeption auf die δ13CVPDB-
Werte von endogenen, urinären Steroiden der weiblichen Untersuchungs-
personen.
daher vorläufig nicht vorgenommen werden. Zusätzliche systematische Unter-
suchungen an Schwangeren bieten sich daher an.
Möglicherweise dient während der Schwangerschaft verstärkt DHEA-Sulfat
(DHEA-S) als Präkursor für Östrogene. Die Synthese von Östrogenen erfolgt
obligat über Testosteron als Zwischenprodukt. Allgemein wird DHEA-S vor
allem bei Frauen als eine Art Reservoir für die Bildung von Androgenen, und
damit von Östrogenen betrachtet (vgl. Abschnitt 3). Diese erfolgt wenigstens
teilweise peripher, und nicht, wie beim Mann, fast ausschließlich in den Go-
naden. Von DHEA-S ist eine relative 13C-Abreicherung gegenüber Steroid-
Glucuroniden bekannt [21], sodass dies die 13C-Abreicherung der Androgen-
Metaboliten E und A erklären kann.
Abb. 5.23 zeigt den Einfluss der Trainingsfrequenz auf die δ13CVPDB-Werte
der urinären Steroide.
Deutlich ist ein Anstieg der δ13CVPDB-Werte mit steigender Trainingsfrequenz
zu erkennen. Der Effekt erscheint insgesamt linear, beträgt +0,19h pro def-
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Abbildung 5.21: Durch HMG-CoA-Reduktase (HMGR) vermittelte Re-
duktion von 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) zu Meva-
lonat. KIE nach [96].
niertem Level (siehe. Tab. 5.8) und ist statistisch signifikant (siehe. Tab. 5.7).
Eine Wechselwirkung zwischen diesem Faktor und den Verbindungen selbst
ist nicht zu beobachten. Diese Sachlage macht es unwahrscheinlich, dass der
Umfang der körperlichen Belastung selbst in Richtung anwachsender ∆δ13C-
Werte wirken könnte.
Dieses Phänomen erscheint zunächst überraschend. Berücksichtigt man jedoch
die Tatsache, dass Lipide im Vergleich zu Kohlenhydraten und Proteinen in
ihrem 13C/12C-Verhältnis recht deutlich erniedrigt sind [33], so bieten sich
verschiedene Erklärungen an.
Allgemein kann davon ausgegangen werden, dass mit intensiverer und häufi-
gerer körperlicher Belastung eine Tendenz dazu besteht, höhere Anteile des
Energiebedarfs aus Kohlenhydraten zu decken. Entsprechende Empfehlungen
für Athleten existieren ausdrücklich [98]. Dieser Umstand könnte die beob-
achtete Abhängigkeit ohne Weiteres erklären. Der Anstieg im 13C/12C-Ver-
hältnis der Steroide würde dann einfach die geänderte Zusammensetzung der
Nahrung reflektieren. Wie im Abschnitt 7 dargestellt werden wird, ist davon
auszugehen, dass der Großteil der endogenen Steroide de novo aus Acetyl-
CoA gebildet wird. Daher dürften die 13C/12C-Verhältnisse von Fetten und
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Abbildung 5.22: Schwangerschaft und δ13CVPDB-Werte von endoge-
nen, urinären Steroiden. Der Vergleich bezieht nur auf die weiblichen
Untersuschungspersonen, die keine oralen Kontrazeptiva anwendeten.
Kohlenhydraten, sowie die relativen Anteile in der Nahrung grundsätzlich die
δ13CVPDB-Verhältnisse unmittelbar beeinflussen.
Es ist auch denkbar, dass Steroide bei höherem Energieumsatz überwiegend
aus Kohlenhydraten synthetisiert werden. Der energetische Grundbedarf wird
dann vermutlich überwiegend durch die energiereicheren Lipide abgedeckt.
Abb. 5.24 zeigt die 13C/12C-Verhältnisse von Referenzindividuen, die inner-
halb von sechs Monaten vor der Probennahme nach Nord- oder Südamerika
gereist waren. Die von den übrigen Personen gewonnenen Werte sind zum Ver-
gleich dargestellt.
Die der Tab. 5.8 zu entnehmende 13C-Anreicherung von im Mittel ca. 0,52h
ist deutlich zu erkennen. Dieser Befund ist unzweifelhaft auf den hohen Beitrag
von C4-Pflanzen, ibs. von Mais zur Ernährung in dieser Region zurückzufüh-
ren. In den USA liegt der unmittelbare Beitrag von Mais zur täglichen Energie-
aufnahme mit 95 kcal/d zwar nur unwesentlich höher als z. B. in Deutschland
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Abbildung 5.23: Einfluss der Trainingsfrequenz auf die δ13CVPDB-
Werte von endogenen, urinären Steroiden.
mit 91 kcal/d. In Brasilien erreicht dieser Anteil jedoch 205 kcal/d, in Mexico
sogar 1041 kcal/d [42].
Mit den USA, Brasilien, Mexico und Argentinien finden sich vier der fünf
weltweit größten Maisproduzenten in dieser Region, wobei die USA allein ca.
40 % zur Weltproduktion beitragen [43]. Vermutlich stammt dort der größte
Anteil des Kohlenstoffs in der menschlichen Nahrungskette letztlich aus dem
HATCH-SLACK-Zyklus.
GAFFNEY et al. [55] untersuchten menschliches Gewebe aus Autopsien auf
das 13C/12C-Verhältnis. Proben aus den USA (Long Island, New York) waren
gegenüber Vergleichsmaterial aus der Schweiz und Norwegen deutlich 13C-
angereichert. Die Autoren schätzten hieraus einen Beitrag von 75 % Kohlen-
stoff aus dem C4-Weg für die amerikanischen Proben und einen Beitrag von
70 % aus dem C3-Weg für die europäischen Proben ab.
NARDOTO et al. [105] untersuchten menschliche Haare und Fingernägel und
fanden in den USA sowie in Brasilien stark erhöhte 13C/12C-Verhältnisse ge-
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Abbildung 5.24: Einfluss von Reisen nach Nord- oder Südamerika auf
die δ13CVPDB-Werte von endogenen, urinären Steroiden.
genüber Europa. Dieser Befund konnte auf entsprechende Werte in Nahrungs-
mitteln zurückgeführt werden.
Aus den hier vorliegenden Daten ist abzuleiten, dass dieser Einfluss nach der
Rückkehr aus diesen Regionen noch über mehrere Monate in endogenen Ste-
roiden erhalten bleibt. Abb. 5.25 zeigt die beobachteten Trends.
Deutlich ist zu erkennen, dass die 13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide
nach der Rückkehr nach Europa tendenziell abfallen. Die einzige Ausnahme
bildet die Probe RI-9, die sechs Monate nach Reiseende gewonnen wurde. Ei-
ne mögliche Erklärung ist in der Übernahme von Ernährungsgewohnheiten zu
suchen. Andererseits sind die Daten mit −23 bis −22h in der Referenzpopu-
lation an sich nicht ungewöhnlich.
Die Daten in Abb. 5.25 legen aber noch eine andere Vermutung nahe. Ibs. bei
Betrachtung der 13C/12C-Verhältnisse von A und E scheinen sich Trends zu
ergeben, die ähnlich, jedoch nicht parallel verlaufen. Dies lässt die Existenz un-
terschiedlicher Austauschraten für unterschiedliche Steroide vermuten. Diese
Hypothese wird im Abschnitt 7 eigens untersucht.
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Abbildung 5.25: Trends von δ13CVPDB-Werten in endogenen, urinären
Steroiden seid der Rückkehr von Amerika-Reisen. Die Zeitintervalle
wurden auf ganze Monate (30 d) gerundet. Jedem Zeitintervall entspricht
jeweils ein einziges Referenzindividuum. RI: Referenzindividuen
Abb. 5.26 zeigt den Einfluss des Ernährungstyps. Dieser Faktor hat eine signi-
fikante Wechselwirkung mit den 13C/12C-Verhältnissen der unterschiedlichen
Steroide (Tab. 5.7, p = 0,018).
Zwar lässt sich im Einzelnen lediglich der Effekt auf E statistisch absichern
(Tab. 5.8, p = 0,02), es weist jedoch bei Vegetariern eine überraschend starke
13C-Abreicherung von 0,8h auf. Im Übrigen erscheinen A11OH und E11OH
in der Abb. 5.26 tendenziell 13C-angereichert, E und A tendenziell abgerei-
chert. Das PD wird offenbar nicht beeinflusst.
Eine unmittelbare Erklärung für dieses Phänomen kann nicht gegeben werden.
Wie im Abschnitt 5.3.5 ausgeführt wird, ist es aber nicht unwahrscheinlich,
dass sich die Nebennierenrinde von anderen steroidogenen Geweben bzgl. der
Substratutilisation unterscheidet. Z. B. könnte die Nebenniere im Gegensatz
zu anderen Geweben einen höheren Anteil von Kohlenhydraten oder Amino-
säuren für die intrazelluläre de novo Steroidsynthese verwenden. Dies wür-
de voraussetzen, dass sich die Nahrung bei Vegetariern und Nicht-Vegetariern
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Abbildung 5.26: Einfluss des Ernährungstyps auf die δ13CVPDB-Werte
von endogenen, urinären Steroiden. M: gemischte Ernährung; V: vegeta-
rische Ernährung.
hinsichtlich der 13C/12C-Zusammensetzung vor allem der Makronährstoffe
unterscheidet. Dieser Unterscheid müsste relativ deutlich ausfallen, um die be-
obachteten Effekte zu bewirken.
Für forensische Fragen könnte diese Beobachtung durchaus bedeutend sein,
da vegetarische Ernährung eventuell eine 13C-Abreicherung der Androgen-
metaboliten gegenüber den Corticosteroid-Metboliten bewirkt. Dies würde die
Chance auf auffällige Befunde im Sinne eines Dopingvergehens erhöhen. Es
erscheint daher angebracht, diesen Sachverhalt mit unabhängigem Datenmate-
rial aus einer weiteren Studie zu überprüfen.
5.3.5 Hauptkomponentenanalyse
Die Abb. 5.27 zeigt eine Scatterplotmatrix der δ13CVPDB-Werte der untersuch-
ten endogenen urinären Steroide. Deutlich ist zu erkennen, dass sämtliche Va-
riablen stark miteinander korrelieren.
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Andererseits unterscheiden sich die paarweisen Korrelationen erheblich. Be-
sonders sticht der starke Zusammenhang der beiden Kortikosteroide A11OH
und E11OH hervor (rP = 0,8; p < 0,001). Demgegenüber ist die Korrelation
zwischen A11OH und PD deutlich schwächer ausgeprägt (rP = 0,38), jedoch
immer noch signifikant (p < 0,01).
Daher ist zu vermuten, dass die 13C/12C-Verhältnisse der verschiedenen Ste-
roide teilweise durch gemeinsame und teilweise durch verschiedene Faktoren
kontrolliert werden.
In diesem Falle bietet es sich an, die Daten mittels Hauptkomponentenanalyse
(PCA) zu untersuchen. Hierzu wurden die Daten variablenweise mittelwert-
zentriert, jedoch nicht skaliert.
Die Abb. 5.28 zeigt den resultierenden SCREE-Plot: Die Varianzen und die
kumulative Varianz der extrahierten Hauptkomponenten (PC1 bis PC5) sind
mit absteigendem Varianzgehalt aufgetragen.
PC1 enthält bereits 69 % der gesamten Varianz. Einen nennenswerten Varian-
zanteil enthält nur noch PC2 mit 17 %. Damit befindet sich der Großteil der in
Daten enthaltenen Information in diesen beiden Komponenten.
Betrachtet man die enstprechenden Ladungen (Tab. 5.9), so ist zu erkennen,
dass die δ13CVPDB-Werte sämtlicher untersuchter Steroide mit der PC1 kor-
relieren. Die Korrelationen sind nicht besonders hoch, besitzen aber alle das
gleiche Vorzeichen.
Tabelle 5.9: Ladungen der Hauptkomponenten (PC1 – PC5).
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
PD 0.44 -0.59 -0.63 0.16 0.19
A 0.44 -0.00 -0.05 -0.45 -0.78
E 0.36 -0.49 0.74 -0.14 0.25
A11OH 0.46 0.54 -0.14 -0.44 0.53
E11OH 0.52 0.36 0.17 0.75 -0.15
Es ist daher sehr naheliegend, diese Hauptkomponente als Einfluss der Ernäh-
rung zu interpretieren. Damit wäre etwa der genannte Betrag von 69 % ge-
meinsamer Varianz auf die 13C/12C-Verhältnisse der Nahrung zurückzufüh-
ren. Dies erscheint auch aufgrund der zuvor angestellten Betrachtungen bzgl.
der Effekte von Amerika-Reisen realistisch.
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Abbildung 5.27: Scatterplotmatrix der δ13CVPDB-Werte der untersuch-
ten endogenen Steroide. Die obere Dreiecksmatrix enthält die Korrelati-
onskoeffizienten nach PEARSON.
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Abbildung 5.28: Varianzen und kumulative Varianz der extrahierten
Hauptkomponenten (SCREE-Plot).
Die Ladungen der PC2 sind gleichfalls jeweils nur relativ schwach ausgeprägt.
Allerdings unterscheiden sie sich bzgl. des Vorzeichens. Die δ13CVPDB-Werte
von E und PD korrelieren negativ, diejenigen von A11OH und E11OH korre-
lieren positiv. A zeigt keine Beziehung zu PC2.
Abb. 5.29 zeigt den konventionellen Biplot von PC1 gegen PC2.
Es fällt auf, dass einerseits die beiden 11β-Hydroxysteroide A11OH und E11OH
eine hohe Ähnlichkeit aufweisen. Diese beiden Verbindungen entstammen im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Steroiden vor allem der Zona fascicu-
lata der Nebennierenrinde. Damit kann vermutet werden, dass die Herkunft
der Steroide in Bezug auf verschiedene endokrine Gewebe durchaus syste-
matischen Einfluss auf die 13C/12C-Verhältnisse nehmen kann. Als Ursache
kommen z. B. unterschiedliche Verhältnisse der für die Steroidproduktion ver-
wendeten Substrate in verschiedenen Geweben in Betracht. Entsprechende Be-
trachtungen wurden bereits bei der Interpretation der Daten von Vegetariern
angestellt.
Andererseits scheinen die 13C/12C-Verhältnisse der beiden 5β-Steroide E und
PD im Wesentlichen durch gemeinsame Faktoren kontrolliert zu werden. Im
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Abbildung 5.29: Biplot von PC1 und PC2.
Abschnitt 6 wird dargestellt, dass dieser Stoffwechselweg mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu einer 13C-Abreicherung führt.
Die 13C/12C-Verhältnisse von A korrelieren mit dieser Hauptkomponente über-
haupt nicht. Sofern die PC1 tatsächlich überwiegend den Einfluss der Nah-
rung wiedergibt, könnte dies durchaus von Bedeutung sein. Dann würde das
13C/12C-Verhältnis von A nämlich überwiegend das der Steroid-Substrate re-
präsentieren und von weiteren Faktoren wenig beeinflusst werden. Dies ist
nicht unwahrscheinlich, da A in relativ großen Mengen ausgeschieden wird
und sich mit der Nahrung im Mittel wahrscheinlich in einem rasch eingestell-
ten und wenig gestörten Fließgleichgewicht befindet. Dieser Sachverhalt wäre
wissenschaftlich von großem Vorteil, da sich ein relativ leicht isolierbarer und
gut messbarer Marker für das 13C/12C-Verhältnis metabolischer Kohlenstoff-
Pools ergäbe.
Die PC2 kann evtl. als kombinierte Wirkung von physiologischem Ursprung
und 13C/12C-Fraktionierung im Metabolismus aufgefasst werden. Aus bio-
chemischer und physiologischer Sicht ist dies zunächst unbefriedigend, da die-
ser Komponente kein eindeutiger Mechanismus oder Stoffwechselweg zuge-
ordnet werden kann. Andererseits kann ausgesagt werden, dass die hierdurch
verursachte Varianz der 13C/12C-Verhältnisse lediglich etwa 17 % der Ge-
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samtvarianz beträgt und vermutlich von insgesamt untergeordneter Bedeutung
ist. Die Genauigkeit des Betrages sollte nicht überbewertet werden. Allerdings
ist der Einfluss der PC1 – und damit offenbar der der Ernährung – als deutlich
größer einzuordnen.
Dennoch verdeutlicht auch dieses Ergebnis, dass systematische physiologische
Einflüsse auf die 13C/12C-Verhältnisse endogener Steroide grundsätzlich an-
genommen werden müssen.
6 13C/12C-Fraktionierung
zwischen 5α- und
5β-Steroiden
6.1 Einleitung
Im Abschnitt 5 wurde u. a. nachgewiesen, dass sich endogene urinäre Steroide
bzgl. ihrer natürlichen 13C/12C-Verhältnisse unterscheiden können (Tab. 5.7).
Die 5β-Isomere E und E11OH sind gegenüber ihren jeweiligen 5α-Isomeren
A und A11OH 13C-abgereichert (Tab. 5.8). Besonders auffällig ist dieser Ef-
fekt bei den Androgenmetaboliten E und A, auch wenn die Unterschiede der
13C/12C-Verhältnisse z. B. bei Frauen geringer zu sein scheinen als bei Män-
nern.
Allerdings wurden E und A in einer gemeinsamen HPLC-Fraktion vermessen.
Diese Isomere sind gaschromatographisch nicht immer vollständig voneinan-
der zu trennen. Damit stellt sich die Frage, ob dieser Befund nicht möglicher-
weise ein Artefakt darstellt. Wie erwähnt, kann eine unvollständige chromato-
graphische Auflösung grundsätzlich zur scheinbaren 13C-Abreicherung des je-
weils ersten, und zur scheinbaren 13C-Anreicherung des jeweils zweiten Peaks
führen [62]. Dies würde wenigstens qualitativ genau den vorliegenden Befun-
den entsprechen.
Zwar ist anzunehmen, dass dieser Effekt in Bezug auf E und A vernachlässig-
bar ist (Abbildungen 5.5 u. 5.7). Dennoch sollte die Validität der gemessenen
13C/12C-Verhältnisse von E und A grundsätzlich einer Prüfung unterzogen
werden. Sollten sich die gefundenen Unterschiede bestätigen, so kann tatsäch-
lich von der Existenz kinetischer Isotopeneffekte beim Steroidabbau ausge-
gangen werden. Für weitere Untersuchungen böte sich damit eine gesicherte
Interpretationsgrundlage.
Ferner besteht die Möglichkeit, die Fraktionierung zwischen 5α- und 5β-Ste-
roiden durch Gabe von Surrogatverbindungen zu untersuchen. Dies hat den
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Vorteil, dass sich mögliche Effekte von den Einflüssen der Steroidbiosynthese
und der Homöostase weitgehend isolieren lassen.
Von den 19-Norsteroiden ist bekannt, dass sie grundsätzlich denselben Metabo-
lismus aufweisen, wie ihre endogenen Kongenere. Als dominante Metaboliten
des 19-Nortestosterons, bzw. seiner entsprechenden Prohormone, sind im Urin
analog zu E und A das 19-Noretiocholanolon (NE) sowie 19-Norandrosteron
(NA) zu finden [146].
6.2 Material und Methoden
6.2.1 Untersuchungsaufbau
Insgesamt zehn Urinproben (P-1 bis P-10) wurden mehr oder minder willkür-
lich aus der Routinedopingananalytik ausgewählt. Diese waren hinsichtlich ih-
rer Steroidprofile grundsätzlich unauffällig, sodass keine Gabe synthetischer
Steroide anzunehmen war. Allerdings wurde darauf geachtet, das die Proben in
etwa die natürliche Spanne der A/E-Quotienten abdeckten (vgl. [132]).
Ein männlicher Freiwilliger (49 y, 76 kg) applizierte eine Kapsel (100 mg) 19-
Norandrostendion (Estr-4-en–3,17-dion, Prolab Nutrition, Bloomfield, USA).
Dieser Ausscheidungsversuch wurde ursprünglich im Rahmen einer anderen
Studie durchgeführt [144]. Es wurden drei Urinproben untersucht. Diese wur-
den 10 h, 16,2 h und 20 h nach der Applikation gesammelt.
6.2.2 Analytik
6.2.2.1 Vorbereitung der Urinproben
Die Vorbereitung und Reinigung der Urinproben erfolgte grundsätzlich, wie
im Abschnitt 5.2.3.1 beschrieben. Es wurden 5 mL Urin verwendet. A und E
Jedoch sollten jedoch bereits vor der GC-C-IRMS-Analyse möglichst vollstän-
dig getrennt werden und jeweils in einer eigenen HPLC-Fraktionen gesammelt
werden. Daher wurde die unter Abschnitt 5.2.3.1 beschriebene HPLC-Methode
modifiziert, um eine ausreichende Trennung zu erhalten.
• Der Fluss wurde auf 1,8 mL/min erhöht.
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• Die mobile Phase bestand wie zuvor anfänglich aus 70% Wasser und
30% Acetonitril. Das Verhältnis wurde jedoch innerhalb von 17 min auf
ein Verhältnis 45% Wasser und 55% Acetonitril geändert.
• Als Säule diente ein Modell ODS Hypersil R© (Agilent Techn., Böblin-
gen, Dtl.), die allerdings nominell dieselben Spezifikationen und Dimen-
sionen aufwies wie die zuvor verwendete Säule von Merck.
Pro Probe wurden jeweils nur zwei Fraktionen gesammelt, jeweils eine für E
und eine für A.
Da die Konzentrationen dieser Steroide zuvor aus der Routineanalytik bekannt
waren, konnten die gesammelten HPLC-Fraktionen auf nahezu identische Kon-
zentrationen eingestellt werden. Die getrockneten Fraktionen wurden in unter-
schiedlichen Mengen 2-Propanol aufgenommen, sodass jeweils ca. 100 ng/µL
resultierten.
Die Probenvorbereitung der 19-Norsteroide erfolgte entsprechend. Mittels HP-
LC wurden NE und NA in getrennten Fraktionen gesammelt. Die Retentions-
zeiten lagen bei nahezu identischer Auflösung jeweils ca. 20 s früher als die
von E und A.
6.2.2.2 13C/12C-Analyse
Die 13C/12C-Analyse der Proben erfolgte wie im Abschnitt 5.2.3.2 beschrie-
ben. Jede HPLC Fraktion wurde fünf mal in randomisierter Reihenfolge ge-
messen.
6.2.3 Datenanalyse
Die δ13CVPDB-Werte von A und E aus Routineproben wurden mittels LME
analysiert [8, 124, 125]. Von Anfang an wurden Zufallseffekte zwischen den
Individuen, sowie innerhalb der Individuen und zwischen den Verbindungen
angenommen. Zunächst wurde lediglich ein gemeinsamer Populationsmittel-
wert als fixer Effekt angenommen. Unterschiede zwischen den 13C/12C-Ver-
hältnissen von A und E wurden geprüft, indem die Identität der Verbindung als
fixer Effekt in das Modell aufgenommen wurde. Die Modelle wurden vergli-
chen wie unter Abschnitt 5.2.4 beschrieben.
Bei der Ausscheidungsstudie lagen nur Daten eines einzigen Probanden vor.
Interindividuelle Zufallseffekte brauchten insofern nicht berücksichtigt zu wer-
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den. Die δ13CVPDB-Werte konnten daher mittels multipler linearer Regressi-
on, analysiert werden. Die Zeit und die Identität der jeweiligen Verbindung
dienten als unabhängige Variablen.
6.3 Ergebnisse und Diskussion
6.3.1 GC-C-IRMS-Messungen
Die GC-C-IRMS-Chromatogramme enthielten jeweils nur einen einzigen Peak.
Die modifizierte HPLC-Methode besitzt also eine hinreichend gute Auflösung,
um die fraglichen Isomere vollständig voneinander zu trennen. Damit steht die
Validität der Messungen grundsätzlich nicht in Frage. Artefakte, wenigstens
durch überlappende Peaks erscheinen daher weitgehend ausgeschlossen.
6.3.2 13C/12C-Fraktionierung zwischen Androsteron
und Etiocholanolon
Abb. 6.2 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der δ13CVPDB-
Werte von E und A. Die Ergebnisse sind nach Urinprobe gruppiert und gegen
den Gesamtmittelwert aufgetragen.
Es ist zu erkennen, dass E mit einer einzigen Ausnahme im Mittel geringere
13C/12C-Verhältnisse aufweist als A.
Tab. 6.1 zeigt die Koeffizienten des LMEs, das die 13C/12C-Verhältnisse von
E und A am besten beschreibt. Die Standardabweichung der Residuen be-
trägt ±0,35h. Dies entspricht recht genau der empirischen Messpräzision.
Die Analyse der Residuen ergab keine nennenswerten Abweichungen von den
Modellannahmen. Daher ist davon auszugehen, dass das Modell die Daten an-
gemessen beschreibt.
Im Mittel ist E gegenüber A um 0,83h 13C-abgereichert. Dieser Wert ist mit
p < 0,001 hoch signifikant. Diese Abreicherung fällt aber deutlich geringer
aus, als zuvor in der Referenzpopulation geschätzt (ca. 1,2h, vgl. Tab. 5.8,
S. 62).
Damit stellt sich tatsächlich die Frage, ob die dort beobachtete Abreicherung
nicht, bzw. nicht überwiegend als Artefakt zu werten ist. Hierzu ist zu sagen,
dass bzgl. der hier behandelten Urinproben keinerlei zusätzliche unabhängige
Variablen erhoben werden konnten. Vielmehr wurde die interindividuelle Va-
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Abbildung 6.1: δ13CVPDB-Werte von jeweils einzeln vermessenem
Etiocholanolon und Androsteron aus zehn Routineproben. x¯± s, n = 5.
Tabelle 6.1: Koeffizienten des an die δ13CVPDB-Werte von E und A aus
Routineproben angepassten Modells (LME). Nur die fixen Effekte sind
dargestellt.
103 · δ13CVPDB Std.-Fehler FG t p
A −23,54 0,169 80 −138,92 < 0,001
E (gegen A) −0,83 0,174 9 −4,76 < 0,001
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rianz als Zufallseffekt modelliert. Dies gilt auch für die jeweiligen Differenzen
zwischen den δ13CVPDB-Werten von E und A. Systematische Einflüsse, wie
sie im Abschnitt 5 eingehend untersucht wurden, werden hierdurch vermutlich
verdeckt.
Andererseits kann das Vorliegen von Artefakten nahezu ausgeschlossen wer-
den. Dies betrifft vor allem die Tatsache, dass sich die Peaks bei der Evaluati-
on der GC-C-IRMS-Messungen auf keinen Fall mehr gegenseitig beeinflussen
können. Darüber hinaus lagen die Analyten jeweils in gleicher Konzentration
vor. Daher können auch mögliche Verzerrungen durch unterschiedliche Signal-
stärken (Linearitätsprobleme) ausgeschlossen werden.
Es kann geschlussfolgert werden, dass es durch die metabolische Verzweigung
bei der Reduktion des A-Rings tatsächlich zur Fraktionierung der Kohlenstof-
fisotope kommt. Die exakte Größenordnung wird sich jedoch interindividuell
unterscheiden. Aus dem LME ergab sich ein Schätzwert für die Standardab-
weichung von ±0,35h bezogen auf die Differenz zwischen den δ13CVPDB-
Werten.
Abgesehen vom KIE selbst hängt das Ausmaß der Fraktionierung vor allem
von den jeweiligen Flussraten und ihren Verhältnissen ab [72]. Zusätzlich sind
Kompartimentierungen, vor allem aber Limitierungen zu berücksichtigen [72,
143]. Bei unterschiedlichen Personen dürfte der Steroidmetabolismus jedoch
in jeweils unterschiedlichem Umfang durch die 5α-, bzw. 5β-Reduktase limi-
tiert werden. Dies folgt allein durch die interindividuell stark unterschiedlichen
A/E-Quotienten.
6.3.3 13C/12C-Fraktionierung im Metabolismus von
19-Norandrostendion
Abb. 6.2 zeigt den Verlauf der 13C/12C-Verhältnisse von NE und NA nach der
Applikation von 19-Norandrostendion. Die eingezeichneten Regressionsgera-
den entsprechen den Koeffizienten in Tab. 6.2.
Für den Zeitpunkt 0 wird der δ13CVPDB-Wert von NE 1,42h niedriger ge-
schätzt als der von NA (−30,25h gegen −28,83h). Der Wert von NE steigt
jedoch anschließend signifikant (p = 0,006) mit 0,045h/h an. Der Wert von
NA fällt tendenziell ab, die Änderung bleibt jedoch statistisch unsignifikant.
Diese Ergebnisse bestätigen, dass es bei der Reduktion des A-Rings zur Iso-
topenfraktionierung kommt. Wie aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse zu
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Abbildung 6.2: 13C/12C-Verhältnisse von 19-Norandrosteron und 19-
Noretiocholanolon nach Applikation von 19-Norandrostendion.
Tabelle 6.2: Koeffizienten der an den zeitlichen Verlauf der δ13CVPDB-
Werte von 19-Noretiocholanolon und 19-Norandrosteron angepassten
multiplen Regression
103 · δ13CVPDB SE t p
NE −30,25 0,240 −126,24 < 0,001
NA −28,83 0,240 −120,30 < 0,001
NE × Zeit [h] 0,045 0,015 2,97 0,006
NA × Zeit [h] −0,024 0,015 −1,61 0,120
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erwarten war, wird das 5β-Isomer dabei abgereichert. Die Daten legen eine
Limitierung des Metabolismus durch den 5β-Weg nahe.
Aufgrund der Tatsache, dass hier eine Bolus-Applikation betrachtet wird, ist
eine zeitliche Dynamik der 13C/12C-Verhältnisse von NE und NA zu erwarten.
Im Gegensatz zur Ausscheidung von E und A befindet sich das System nicht
im Fließgleichgewicht.
Der zeitliche Verlauf der beiden Parameter ist mit theoretischen Überlegun-
gen konsistent und lässt sich wie folgt interpretieren: Mindestens der 5β-Weg
führt durch einen KIE zur 13C-Abreicherung des jeweiligen Produkts. Au-
ßerdem wirkt dieser Weg limitierend. Durch den Überschuss wird nicht das
gesamte Substrat bei der ersten Leberpassage metabolisiert. Durch die 13C-
Abreicherung des Produktes wird das verbleibende Substrat 13C-angereichert.
Dies äußert sich zunächst in relativ hohen 13C/12C-Verhältnissen der 5α-Pro-
dukte. Im Laufe der Zeit und mit abnehmender Limitierung durch sinkende
Substratkonzentrationen wird zunehmend auch 13C-angereichertes Material
über den 5β-Weg verstoffwechselt. Dies führt zum Anstieg der δ13CVPDB-
Werte von NE.
Dieser Befund wird auch dadurch gestützt, dass die 19-Norsteroide mengen-
mäßig überwiegend über den 5α-Weg ausgeschieden werden [146]. Es ist zwar
nicht auszuschließen, dass auch der 5α-Weg einen KIE besitzt und limitierend
wirken kann. Die vorliegenden Daten legen aber nahe, dass ein möglicher KIE
geringer ist, als derjenige der hier im 5β-Weg nachgewiesen werden konnte.
7 13C/12C-Verhältnisse in
Steroiden nach Umstellung
der Ernährung
7.1 Einleitung
Die angemessene Verwendung von Referenzlimits ist an verschiedene Voraus-
setzungen gebunden. Dies wurde im Abschnitt 5 diskutiert. Unter anderem
muss die Referenzpopulation für die Zielgruppe relevant sein. Dies schließt
ein, dass systematische physiologische Prozesse, die auf die untersuchten Grö-
ßen Einfluss nehmen können, in der Referenzpopulation auch näherungsweise
repräsentiert werden. Für die hier behandelten δ13C-Werte von urinären Ste-
roiden, bzw. vor allem für relevante ∆δ13C-Werte, ist daher entweder zu for-
dern, dass solche Effekte in der Referenzpopulation unbedeutend sind, oder
dass diese hinreichend abgebildet sind. Im letzteren Fall können sie als zufälli-
ge Vorgänge betrachtet werden und die Koeffizienten der Referenzverteilungen
werden nicht wesentlich verzerrt.
Im Abschnitt 5.3.4 wurde jedoch dargestellt, dass physiologische Vorgänge,
die wesentlichen Einfluss auf die 13C/12C-Verhältnisse von urinären Steroi-
den nehmen können, identifiziert und modelliert werden konnten. Derartige
Mechanismen sind grundsätzlich als systematisch aufzufassen. Dennoch er-
gaben sich Referenzverteilungen, die igs. hinreichend homogen sind, um kri-
tische Werte durch Annahme von GAUSS-Verteilungen zu formulieren (Ab-
schnitt 5.3.3). Damit wären die wesentlichen Voraussetzungen für die Validität
der aufgestellten Referenzbereiche erfüllt.
Ein physiologischer Faktor, der aber darüber hinaus von besonderem Interesse
ist, ist die Ernährungslage. Die 13C/12C-Verhältnisse von urinären Steroiden
müssen letztendlich die entsprechenden Verhältnisse in der Nahrung reflektie-
ren. Die 13C/12C-Verhältnisse der Nahrung hängen ihrerseits unmittelbar von
den jeweiligen Beiträgen von C3-, C4- und CAM-Pflanzen, bzw. von marinen
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und terrestrischen Quellen zur Nahrungskette ab (vgl. Abschnitt 2.4). Im Ab-
schnitt 5.3.5 konnte dargestellt werden, dass die Ernährung vermutlich für den
Großteil der Varianz, bzw. der gemeinsamen Varianz der 13C/12C-Verhältnisse
von endogenen Steroiden verantwortlich gemacht werden kann.
Die einzelnen δ13C-Werte der Referenzindividuen repräsentierten punktuelle
Zustände. Mit einzelnen Ausnahmen ist das Gesamtverhältnis von 13C zu 12C
in der Nahrung vermutlich über längere Zeiträume hinweg jeweils relativ kon-
stant geblieben. Zusätzlich wird aber implizit angenommen, dass die jeweiligen
Austauschraten der Kohlenstoffpools, aus denen die unterschiedlichen Steroide
synthetisiert werden, näherungsweise gleich sind. Die gleiche Annahme wird
für die Ausscheidung getroffen. Unter dieser Voraussetzung wären kurzfristi-
ge Störungen des isotopischen Fließgleichgewichts, die sich z. B. aus gering-
fügigen täglichen Schwankungen des 13C/12C-Verhältnisses in der Nahrung
ergeben, für die jeweiligen ∆δ13C-Werte vergleichsweise unbedeutend. Tat-
sächlich scheinen sich derartige Effekte innerhalb der Referenzpopulation im
Bereich der Messungenauigkeiten zu bewegen. Z. B. beträgt die Standardab-
weichung der ∆δ13C-Werte zwischen A und A11OH ca. ±0,56h. Dies liegt
nur wenig oberhalb des Wertes von ±0,42h, der sich unter Annahme un-
abhängiger Messfehler von jeweils ±0,3h aus der GAUSS’schen Fehlerfort-
pflanzung ergeben würde.
Allerdings ist über die Austauschraten der physiologischen und biochemischen
Kompartimente im Steroidstoffwechsel offenbar nur Wenig bekannt. Daher
stellt sich die Frage, wie sich die δ13CVPDB-, aber vor allem die ∆δ13C-Werte
ändern, wenn sich das 13C/12C-Verhältnis in der Nahrung in kurzer Zeit sehr
stark ändert. Eine solche Situation wird z. B. bei Fernreisen in Gegenden auf-
treten, in denen sich die Anteile von C3-, C4- und CAM-Pflanzen in den Nah-
rungsmitteln sehr stark gegenüber der Herkunft des Reisenden unterscheiden.
Würden verschiedene Austauschraten, bzw. unterschiedlich große Komparti-
mente für die Substrate und Synthesewege der jeweiligen Steroide existieren,
so würde dies zwangsläufig temporäre Vergrößerungen der ∆δ13C-Werte be-
wirken. Dies könnte z. B. fälschlich im Sinne eines Dopingverstoßes beurteilt
werden.
Aus physiologischer und biochemischer Sicht sind dabei die Quellen, aus de-
nen sich endogene Steroide ableiten von besonderem Interesse. Biochemisch
ist Cholesterol ein obligater Präkursor der Steroide (Abschnitt 3). Physiolo-
gisch stellt sich jedoch die Frage, inwieweit exogenes Cholesterol aus der Nah-
rung zur Biosynthese der Steroidhormone beiträgt. Möglicherweise sind diese
Beiträge in unterschiedlichen Geweben unterschiedlich groß.
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Im einfachsten Fall kann der Austausch von Substraten mittels eines offenen
Einkompartimentmodells beschrieben werden. Wird die Konzentration CinA ei-
nes Stoffes A im Input in vernachlässigbar kurzer Zeit geändert, so lässt sich
der zeitliche Verlauf der Konzentration C(t)A im Output z. B. gemäß Gleichung
(7.1) modellieren:
C
(t)
A = (C
(0)
A − CinA ) · e−kt + CinA . (7.1)
Dabei ist C(0)A die Konzentration zum Zeitpunkt 0. Die Konstante k entspricht
einer Austauschrate 1/t, wobei t die Zeit darstellt. Gleichung (7.1) ergibt sich
als Lösung der Differenzialgleichung (B.4). Dies wird im Abschnitt B.2 aus-
führlich hergeleitet. Dort sind auch die weiteren Modellannahmen dargestellt.
Zeit [au]
10
3
××
δδ1
3 C
Cin
C0 k=0.001
k=0.002
k=0.003
k=0.004
0 500 1000 1500
−
26
−
24
−
22
−
20
−
18
−
16
−
14
Abbildung 7.1: Schematische
Darstellung der Kinetik in
einem offenen Einkomparti-
mentmodell für verschiedene
Austauschraten k. Zum Zeit-
punkt 0 ändert sich das Iso-
topenverhältnis im Input von
δ0 = −24h auf δin =
−16h.
Abb. 7.1 zeigt schematisch die Kinetiken vonC(t)A für verschiedene Austauschra-
ten k, wenn der δ13CVPDB-Wert im Input plötzlich von −24h auf −16h
geändert wird. Es wird deutlich, dass sich Differenzen zwischen den 13C/12C-
Verhältnissen verschiedener Komponenten allein durch unterschiedliche Werte
von k erzeugen lassen.
Im Folgenden wird daher untersucht, ob signifikant abweichende Werte von k
für unterschiedliche Steroide auftreten können.
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7.2 Material und Methoden
7.2.1 Untersuchungsaufbau
Insgesamt zehn Versuchspersonen (VP-1 bis VP-10) nahmen an der Studie teil.
Die relevanten anthropometrischen Daten sind der Tab. 7.1 zu entnehmen.
Tabelle 7.1: Anthropometrische Daten der Versuchspersonen. VP: Ver-
suchsperson; G: Geschlecht; GD: Geburtsdatum; M0: Körpermasse bei
Untersuchungsbeginn; CHOL−: Teilstudie mit cholesterolfreier Ernäh-
rung; CHOL+: Teilstudie mit cholesterolhaltiger Ernährung; L: Körper-
größe.
M0 [kg]VP G GD CHOL− CHOL+ L [cm]
VP-2 12.03.1967 69,7 – 179
VP-3 08.02.1972 81,9 – 197
VP-4 03.09.1980 – 88,5 197
VP-6 ♂ 02.02.1977 70,8 – 185
VP-7 24.06.1967 86,7 84,7 180
VP-9 27.02.1974 72,3 – 171
VP-10 17.11.1973 – 69,0 183
VP-1 03.06.1965 57,7 – 173
VP-5 ♀ 06.07.1975 – 62,7 173
VP-8 20.11.1973 55,1 54,8 168
Sämtliche Untersuchungspersonen waren zum Zeitpunkt der jeweiligen Teil-
studien sportlich aktiv und trainierten i. d. R. mehrfach pro Woche. Bei den
Versuchspersonen VP-2 und VP-3 handelte es sich um hoch trainierte Ausdau-
ersportler. VP-2 gehörte zur erweiterten deutschen Spitzenklasse in Langstre-
ckenlauf. VP-3 trainierte nicht wettkampforientiert, führte jedoch regelmäßig
Extremsportprojekte mit entsprechend umfangreicher Vorbereitung durch. VP-
6 war gleichfalls hoch-trainiert. Es handelte sich um einen Leichtathleten, der
auf regionaler Ebene Wettkämpfe im Kurz- und Mittelstreckenlauf bestritt. Die
übrigen Teilnehmer trainierten überwiegend freizeit- und gesundheitsorientiert
Zu einem festgelegten Zeitpunkt wurde die Ernährung der Versuchspersonen
auf eine experimentelle, 13C-angereicherte Diät umgestellt. Die Teilnehmer
hatten die Aufgabe, ihre Ernährung ausschließlich aus den bereit gestellten
Nahrungsmitteln und Mahlzeiten zu bestreiten. Der Versuch wurde einmal mit
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cholesterolfreier (CHOL−, Beginn 22.04.2004, 12:30 h) und einmal mit cho-
lesterolhaltiger Nahrung durchgeführt (CHOL+, Beginn 04.10.2006, 12:30 h).
Für die cholesterolfreie Ernährung wurde auf eine vegane, C4-basierte Diät
umgestellt. Für die cholesterolhaltige Ernährung dienten ebenfalls vor allem
C4-Pflanzen als Basis. Zusätzlich wurden Meeresfisch, Tintenfisch, Krabben
und Garnelen, sowie Muscheln als Quellen von Cholesterol verwendet.
Um eine Vorauswahl geeigneter Produkte zu treffen, wurden zunächst von
sämtlichen verwendeten Grundnahrungsmitteln die 13C/12C-Verhältnisse des
Gesamtmaterials gemessen. Ferner wurden die gemeinsam eingenommenen
Hauptmahlzeiten homogenisiert und entsprechend analysiert.
Die entsprechenden Grundnahrungsmittel, Fertigprodukte und ggf. Mahlzeiten
sind mit ihren δ13CVPDB-Werten im Abschnitt B aufgeführt. Die Tabellen B.1
und B.2 zeigen die Daten für die cholesterolfreie Ernährung. Die Tabellen B.3
und B.4 zeigen die Daten für die cholesterolhaltige Ernährung. Produkte mit
niedrigeren δ13CVPDB-Werten als−20hwurden grundsätzlich nicht verwen-
det. Ausnahmen bildete in einigen Fällen Ei-Ersatz und Gemüse (z. B. Arti-
schocken). Gemüse wurde in geringen Mengen für die Zubereitung der Haupt-
mahlzeiten benutzt. Dies geschah einerseits, um eine ausreichende Versorgung
mit Mikronährstoffen zu gewährleisten und andererseits, um den Verzehr für
die Versuchspersonen hinreichend attraktiv zu machen.
Frühstück, Abendessen, sowie evtl. Zwischenmahlzeiten sollten dabei von den
Versuchspersonen selbstständig zubereitet werden. Die Teilnehmer hatten hier-
zu die Gelegenheit, die im Abschnitt B aufgeführten Grundnahrungsmittel in
beliebigen Mengen zu verwenden, um daraus ihre Mahlzeiten zuzubereiten.
Länger haltbare Nahrungsmittel (z. B. Hirse, Polenta) wurden ferner in ausrei-
chenden Mengen im Institut für Biochemie deponiert, sodass die Teilnehmer
stets die Möglichkeit hatten, die eigenen Vorräte zu ergänzen.
Die Dauer der Ernährungsumstellung betrug jeweils 28 d. Dies entspricht 672 h.
Für die Datenauswertung und -darstellung wurden h verwendet.
Das Mittagessen wurde jeweils gemeinsam um 13:00 h eingenommen. Die
Mahlzeiten wurden im Gastronomiebetrieb des Gästehauses der DSHS durch
Herrn Ulrich Türner und seine Mitarbeiter zubereitet. Diese wurden zuvor ein-
gehend über Inhalt und Fragestellung der Studie, über die zu verwendenden
Produkte, etc. unterrichtet.
Das Mittagessen wurde in Abstimmung mit den Versuchspersonen als tägli-
che Hauptmahlzeit mit entsprechend hohem Beitrag zur gesamten Energieauf-
nahme ausgelegt. Durch die gemeinsame Einnahme der Hauptmahlzeit soll-
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te außerdem eine gewisse Standardisierung der experimentellen Diät erreicht
werden.
Die Versuchspersonen sollten täglich zwei Urinproben sammeln. Erstens den
Morgenurin, sowie eine weitere Urinprobe, grundsätzlich zu einem beliebigen
Zeitpunkt. Diese sollte aber mindestens vier Stunden nach dem Morgenurin
abgegeben werden. Die Urinproben wurden im Institut für Biochemie bei 4 ◦C
gelagert und durch Zugabe von Na2N3 stabilisiert.
Des Weiteren wurden die Versuchspersonen gebeten, einmal täglich das Ge-
wicht, sowie den relativen Anteil des Fetts an der Körpermasse zu messen.
Hierzu wurde eine Waage mit zusätzlicher Möglichkeit zur Impedanzmessung
(“Fettwaage”) verwendet. Verwendet wurde ein Modell KFW 400 (Korona,
Uttenweiler, Dtl.), welches im Institut für Biochemie deponiert wurde.
Es wurde angestrebt, sämtliche Teilnehmer unter beiden experimentellen Be-
dingungen zu untersuchen. Dies war jedoch nicht möglich. Der erste Teil der
Studie wurde allgemein als sehr belastend empfunden. Ibs. die Teilnehmer, die
dabei unter starkem Gewichtsverlust zu leiden hatten (vgl. Abb. 7.6), waren
nicht bereit, sich potenziell vergleichbaren Belastungen ein weiteres mal aus-
zusetzen. Die gewohnheitsmäßigen Vegetarier unter den Teilnehmern waren
nicht bereit, über vier Wochen hinweg größere Mengen Fisch und Meeres-
früchte zu sich zu nehmen.
7.2.2 Analytik
7.2.2.1 Vorbereitung der Nahrungsproben
Die für die experimentelle Diät verwendeten Nahrungsmittel, bzw. die zuberei-
teten Gerichte wurden zunächst mit einer handelsüblichen Haushaltsmaschine
homogenisiert. Bisweilen wurde etwas Leitungswasser zugesetzt um den Vor-
gang zu erleichtern. Aliquots der emulgierten Homogenisate wurden auf Uhr-
gläser aufgebracht und im Exsikkator über P2O5 getrocknet. Die getrockneten
Proben wurden anschließend händisch in einem Achat-Mörser zu einem feinen
Pulver gemahlen.
Sehr harte, trockene und daher schwer homogenisierbare Grundnahrungsmit-
tel (z. B. Nudeln, Polenta, Hirse) wurden händisch in einem Achat-Mörser zu
einem feinen Pulver zerstoßen.
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7.2.2.2 13C/12C-Analyse von Nahrungsmitteln
Die Messungen wurden mittels Kopplung von Elementaranalyse und IRMS
(EA-IRMS) vorgenommen. Bei der Elementaranalyse werden die organischen
Anteile beliebiger Substanzen oder Gemenge zunächst vollständig zu CO2,
H2O, NOx, etc. oxidiert. Dies geschieht im Trägergasstrom (He) in einem
Quarzrohr bei ca. 1050 ◦C unter Gegenwart von Cr2O3 und WoO als Oxi-
dationsmittel. Zusätzlich wird für ein kurzes Zeitintervall O2 in den Träger-
gasstrom gegeben.
Anschließend wird NOx über Cu bei ca. 650 ◦C zu elementarem N2 redu-
ziert. Das bei der Verbrennung entstehende H2O wird in einer Wasserfalle
(Mg2(ClO4)2) entfernt. Die so dargestellten Gase werden schließlich gaschro-
matographisch aufgetrennt und können z. B. in einem IRMS auf 13C/12C, bzw.
auf 15N/14N vermessen werden.
Verwendet wurde ein Elementaranalysator Eurovektor EA 3000 (Hekatech,
Wegberg, Dtl.) der mittels einer Verdünnungsvorrichtung (Hekatech) und einer
Kopplungseinheit (Eigenbau durch Frank Hülsemann & Ulrich Flenker, Inst.
f. Biochemie, DSHS) mit einem IRMS Delta C (Finnigan MAT, jetzt Thermo-
Fisher, Bremen, Dtl.) verbunden war [79].
Zweck der Verdünnungsvorrichtung ist es, die relativ großen Mengen von CO2
und N2 aus der Verbrennung auf Konzentrationen zu verdünnen, die noch
im linear-dynamischen Messbereich der IRMS-Detektoren liegen. Die Kopp-
lungseinheit umfasst einen schaltbaren Open-Split-Einlass zum IRMS und zwei
unabhängig schaltbare Mischvorrichtungen für kalibrierte Referenzgase. Die
Qualität und Herkunft sämtlicher Gase wird im Abschnitt 5.2.3.2 beschrieben.
Je nach Material, Masse und Kohlenstoff-, bzw. Stickstoffgehalt der jeweiligen
Proben können relativ umfangreiche Anpassungen der Methode erforderlich
sein um valide Messbedingungen sicher zu stellen. Dies betrifft ibs. die Opti-
mierung des Verbrennungsvorgangs, da nur eine vollständige Oxidation mögli-
che Isotopenfraktionierungen verhindern kann. Eine detaillierte Beschreibung
der Methode und geeigneter Parameter findet sich in [79] und in [78].
7.2.2.3 Extraktion von Cholesterol aus Nahrungsmitteln
Für das Cholesterol aus Nahrungsmitteln, die nennenswerte Mengen dieser
Verbindung enthalten, sollte das 13C/12C-Verhältnis gemessen werden. Es han-
delte sich überwiegend um Fisch und Tintenfisch (s. Tabellen B.1 u. B.2).
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Für die Probenvorbereitung wurden zunächst ein Gesamtextrakt der Lipide in
Anlehnung an die Methode von FOLCH et al. hergestellt [51,63]. Jeweils etwa
1 g der entsprechenden Gewebeprobe wurde im Reagenzglas mit 6 mL Chloro-
form/Methanol (1/2, v/v) versetzt und bei ca. 330×s−1 mit einem Ultra-Turrax
(Janke & Kunkel KG, Staufen, Dtl.) homogenisiert. Anschließend wurden je-
weils 2 mL Wasser und 2 mL Chloroform zugesetzt. Die angestrebte Phasen-
trennung wurde durch Zentrifugation (5 min bei 1800 × min−1, Typ Z 513,
Hemle, Wehingen, Dtl.) unterstützt.
Die untere, lipidhaltige Phase wurde mit der Pasteurpipette in ein weiteres Rea-
genzglas überführt und unter Vakuum in einem geschlossenen Rotationsver-
dampfer zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 50µL Chloroform/-
Methanol (1/1, v/v) angelöst.
Die Auftrennung in die verschiedenen Lipidfraktionen erfolgte mittels Dünn-
schichtchromatographie (TLC) nach der von GOUGOULIDIS beschriebenen
Methode [63]. In einem cm Abstand vom unteren Rand wurden je 20µL der
Lösung mit einer Mikroliterspritze auf Dünnschichtplatten (Kieselgel-60, 5 ×
20 cm, Merck, Darmstadt, Dtl.) aufgetragen. Die Platten wurden zunächst in
einem leichten Luftstrom unter dem Abzug getrocknet.
Als Laufmittel diente eine Mischung von n-Hexan, Diethylether und Eisessig
(70/30/1, v/v/v). Die Entwicklung erfolgte in einer TLC-Kammer bei gesättig-
ter Atmosphäre.
Nach der Trennung wurden die Platten zunächst vorsichtig mit einer Heizpis-
tole getrocknet. Zur Färbung der Lipide wurden die Platten mit einer Lösung
von Primulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Dtl.) besprüht. Die Konzentration
des Primulins betrug 0,05 mg/mL in einer Mischung aus Aceton und Wasser
(4/1, v/v). Danach wurden die Platten über Nacht im Exsikkator getrocknet.
Die Detektion erfolgte unter UV-Licht bei einer Wellenlänge von 254 nm.
Es wurden zwei Fraktionen verwendet: Freies Cholesterol (Rf -Werte ca. 0,05
bis 0,15) und Cholesterolester (Rf -Werte ca. 0,85 bis 0,95). Die Fraktionen
wurden mit einem Spatel abgekratzt und zunächst auf einem Uhrglas gesam-
melt. Dann wurden sie in 2 mL Chloroform/Methanol (1/1, v/v) aufgenommen
und für 5 min in ein Ultraschallbad gebracht. Die so erhaltene Kieselgelsus-
pension wurde wie zuvor beschrieben zentrifugiert.
Die Lösungsmittelphase wurde abpipettiert, in braune Reagenzgläser überführt
und wiederum im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die Choleste-
rolfraktion wurde dann für die GC-C-IRMS-Messungen in 50µL TBME auf-
genommen.
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Die Cholesterolester wurden dagegen mit 1 mL methanolischer KOH (1 M)
versetzt und im Heizblock bei 60 ◦C für 2 h verseift. Nach Abkühlung des
Ansatzes wurde das freie Cholesterol mit 3 mL n-Hexan extrahiert. Hierzu
wurden die Proben 10 min gleichmäßig geschüttelt. Die Phasentrennung wur-
de durch Zentrifugation wie beschrieben erreicht. Die organische Phase wur-
de abpipettiert, überführt und bei 60 ◦C unter einem leichten Stickstoffstrom
getrocknet. Für die GC-C-IRMS-Messungen wurden die Proben wiederum in
50µL TBME aufgenommen.
7.2.2.4 Vorbereitung der Urinproben
Die Vorbereitung der Urinproben erfolgte grundsätzlich wie unter 5.2.3.1 be-
schrieben. Zusätzlich wurde bei einer ausgewählten VP eine weitere HPLC-
Fraktion gesammelt, die Androst-16en-3α-ol enthielt.
Außerdem wurden die jeweiligen HPLC-Fraktionen abweichend zur unter Ab-
schnitt 5.2.3.1 beschriebenen Methode in unterschiedlichen Mengen TBME,
anstatt in Methanol aufgenommen. Dies wurde notwendig, da ein anderes GC-
C-IRMS-System verwendet wurde, für welches die Benutzung eines leicht
flüchtigen Lösungsmittels erforderlich war (s. Abschnitt 7.2.2.5).
7.2.2.5 13C/12C-Analyse der Steroide
Die 13C/12C-Analysen der urinären Steroide und des Nahrungscholsterols wur-
den auf einem selbst entwickelten GC-C-IRMS-System vorgenommen (s. S. 30,
Abb. 4.3, bzw. [49]). Dieses Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass die vor
dem Verbrennungsschritt zwingend erforderliche Entfernung des Lösungsmit-
tels bereits vor der GC-Säule vorgenommen wird.
Erreicht wird dies dadurch, dass der Einspritzblock des GCs als Kaltaufgabe-
system ausgeführt ist (KAS 4, Gerstel, Mülheim a. d. Ruhr, Dtl.). Dieses wird
im Betriebsmodus “Lösungsmittelausblendung” (“Solvent Vent Mode”) ver-
wendet. Die Beseitigung von Lösungsmittelresten wird durch Anlegen eines
Hilfsvakuums an den Split-Ausgang erzielt. Da hierdurch keine, bzw. nur sehr
geringe Lösungsmittelmengen die GC-Säule passieren, kann auf die sonst üb-
liche Backflush-Vorrichtung nach Brand verzichtet werden (s. S. 29, Abb. 4.2,
[16]).
Das Backflush-Verfahren erfordert eine Reihe von Verbindungen und Über-
gängen. Diese bewirken Verwirbelungen und Totvolumina, welche die Chro-
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matographie stören. Vgl. auch die Abschnitte 4.2 und 5.2.3.2 zur Diskussion
entsprechender Probleme.
Die Injektionsgeschwindigkeit betrug 2µL/s. Die Ausblendung des Lösungs-
mittels erfolgte bei einer Temperatur von 30 ◦C und bei einem Trägergasfluss
von 100 mL/min. Der Druck im Einspritzblock wurde auf 0 bar eingestellt. Es
konnten jedoch 0,05 bar nicht unterschritten werden. Zur Beseitigung dieses
Restdrucks wurde das Hilfsvakuum auf −0,3 bar eingestellt. Die Dauer der
Lösungsmittelausblendung betrug 90 s.
Zum Transfer der Analyten auf die GC-Säule wurde das KAS bei nun geschlos-
senem Split-Ausgang mit 10 ◦C/s auf 300 ◦C aufgeheizt. Die Endtemperatur
von 300 ◦C wurde für 5 min beibehalten. Allerdings wurde der Transfer nach
90 s durch Öffnung des Split-Ausgangs beendet, wobei ein Split-Verhältnis von
1 zu 20 eingestellt wurde. Die GC-Temperatur betrug dabei 50 ◦C.
Anschließend wurde die GC-Temperatur mit 30 ◦C/min auf 276 ◦C erhöht.
Die Trennung der Steroide erfolgte innerhalb einer weiteren Temperaturrampe
von 2 ◦C/min. Der Trägergasfluss wurde auf einen konstanten Wert (“Constant
Flow Mode”) von 2,4 mL/min eingestellt.
Das durch TLC und ggf. durch saure Hydrolyse aus Nahrungsmitteln isolierte
Cholesterol wurde gleichfalls mittels GC-C-IRMS, jedoch unter leicht abwei-
chenden Bedingungen gemessen. Als Säule diente ein Modell HP5-MS (Agi-
lent Techn., Böblingen, Dtl.). Die Länge betrug 30 m, der innere Durchmesser
0,32 mm und die Filmstärke 0,25µm.
Die Lösungsmittelausblendung erfolgte bei 50 ◦C. Das KAS wurde anschlie-
ßend mit 10 ◦C/s bis auf 325 ◦C aufgeheizt und auf dieser Temperatur wie-
derum für 5 min belassen. Die Starttemperatur des GCs betrug 110 ◦C und
die erste Temperaturrampe von 30 ◦C/min erstreckte sich bis auf 270 ◦C. Die
zweite Rampe betrug 4 ◦C/min und reichte bis 310 ◦C. Dieser Wert wurde für
eine Minute beibehalten. Der Trägergasfluss betrug konstant 2,5 mL/min.
Durch diese Parameter wurde einerseits dem relativ hohen Siedepunkt des
Cholesterols Rechnung getragen. Andererseits birgt die Messung aufgrund der
kaum vorhandenen Matrix, der hohen Konzentration des Analyten und der
TLC-Vorreinigung kaum Trennprobleme. Daher konnte das Programm ver-
gleichsweise kurz gehalten werden.
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7.2.3 Datenanalyse
Sofern möglich, wurden die Isotopenverhältnisse der endogenen Steroide mit-
tels Gleichung (7.1), bzw. mittels der äquivalenten Formulierung (B.9) model-
liert. Für die Kurvenanpassung wurden entweder nicht-lineare gemischte Mo-
delle (NLME) oder die generalisierte nicht-lineare Methode der kleinsten Qua-
drate (GNLS) verwendet [125,159]. Für die Modellauswahl wurde Akaikes In-
formationskriterium (AIC) verwendet. Obwohl hier ein nicht-lineares Modell
verwendet wurde, erfolgte die Modellentwicklung grundsätzlich iterativ nach
dem im Abschnitt 5.2.4 dargestellten Verfahren und mit der dort beschriebenen
Software. Für die nicht-lineare Anpassung jedes einzelnen Modells müssen al-
lerdings Startwerte benutzt werden. Dies gilt für jeden einzelnen Parameter in
Gleichung (7.1), für welchen ein Wert ermittelt werden soll. Die Startwerte
wurden nach visueller Inspektion der entsprechenden Streudiagramme abge-
schätzt und festgelegt.
In Fällen, in denen die nicht-lineare Anpassung über Gleichung (7.1) auf-
grund fehlender Konvergenz nicht möglich war, wurde der nicht-parametrische
Locfit-Algorithmus benutzt [94]. Hierzu wurde die R-Bibliothek locfit be-
nutzt [95]. Dieses Verfahren wurde auch grundsätzlich für die Gewichtsverläu-
fe der Versuchspersonen praktiziert, da ein explizites Modell nicht zur Verfü-
gung stand. Darüber hinaus erwiesen sich die Gewichtsverläufe als sehr indivi-
duell, wodurch auch die konsistente Anpassung eines polynomischen Modells
stark erschwert wurde. Es wurde jeweils die R-Funktion locfit.robust()
verwendet. Diese verhält sich relativ unempfindlich gegenüber Ausreißern. Po-
tenzielle Ausreißer erhalten dabei während des Anpassungsprozesses iterativ
eine kleinere Gewichtung [24].
7.3 Ergebnisse und Diskussion
7.3.1 GC-C-IRMS-Messungen
Die GC-C-IRMS-Chromatogramme der urinären Steroide entsprachen etwa
denen, die in den Abbildungen 5.4 bis 5.4 zu finden sind. Durch die verbes-
serte Methodik ergaben sich jedoch deutlich schmalere und symmetrischere
Peaks. I. d. R. wurden Peakbreiten von ca. 10 bis 14 s und Tailingfaktoren von
ca. 1,1 erreicht (jeweils 5 % Peakhöhe). Die Auflösung der Isomere E und A
konnte noch einmal deutlich verbessert werden.
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Abb. 7.2 zeigt eine typische GC-C-IRMS-Analyse von Cholesterol aus Nah-
rungsmitteln. Es handelt sich um den Extrakt aus einer homogenisierten Kom-
plettmahlzeit. Gemessen wurde die TLC-Fraktion mit Rf -Werten von 0,05 bis
0,15, welche das freie Cholesterol enthält.
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Abbildung 7.2: Typische GC-C-IRMS-Messung von Cholesterol aus ho-
mogenisierten Nahrungsmitteln. TLC-Fraktion mit Rf 0,05 bis 0,15.
Das Chromatogramm zeigt zusätzlich zum Cholesterol einige deutliche Signale
zwischen 800 und 900 s. Die GC-MS-Analyse dieser Probe legt nahe, dass es
sich um diverse Phytosterole handelt. Da hier die Homogenisate vollständiger
Mahlzeiten analysiert wurden, ist zu erwarten, dass diese Verbindungen in der
untersuchten TLC-Fraktion zu finden sind.
Entsprechende Messungen von Fisch oder Tintenfisch zeigten in dieser Frak-
tion hingegen praktisch ausschließlich nennenswerte Signale für Cholesterol.
Das gleiche galt für die Messungen der verseiften Cholesterylester.
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7.3.2 13C/12C-Verhältnisse von Nahrungsmitteln
Die Verteilung der δ13CVPDB-Werte der verwendeten Nahrungsmittel und der
daraus zubereiteten Gerichte ist in Abb. 7.3 dargestellt.
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Abbildung 7.3: δ13CVPDB-Werte der für die experimentelle Diät ver-
wendeten Nahrungsmittel und Gerichte. CHOL+: cholesterolhaltige
Nahrung; CHOL−: cholesterolfreie Nahrung; G: Gerichte; P: Produkte.
Die Zusammenstellung einer cholesterolfreien, aber 13C-angereicherten Diät
stellte grundsätzlich kein Problem dar. Tab. B.1 zeigt die δ13CVPDB-Werte der
verwendeten Lebensmittel. Der Median beträgt −15,62h. Dies entspricht in
jedem Falle einer deutlichen 13C-Anreicherung gegenüber normaler mitteleu-
ropäischer Ernährung.
Für einige wenige Gerichte wurde allerdings Ei-Ersatz aus Kartoffelstärke ver-
wendet (δ13CVPDB-Werte −20,66h u. −25,50h). Außerdem basierte ein
Gericht auf Artischocken. Diese aus C3-Pflanzen gewonnen Nahrungsmittel
dürften bei dem Übergewicht an C4-Pflanzen in der experimentellen Diät kaum
ins Gewicht fallen. Der Median der δ13CVPDB-Werte der homogenisierten Ge-
richte betrug −14,71h
Für die cholesterolhaltige Ernährung mussten tierische Lebensmittel aufge-
funden werden, die gegenüber der normalen Mischkost der Untersuchungs-
teilnehmer hinreichend 13C-angereichert war. Unter anderem wurde versucht,
entsprechende Milchprodukte zu finden. Da wiederkäuende Nutztiere während
des Winters und Frühjahrs vor allem mit Maissilage gefüttert werden, besteht
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diese Möglichkeit grundsätzlich. Dies hätte den Vorteil gehabt, dass die meis-
ten Versuchsteilnehmer im Wesentlichen ihre Ernährungsgewohnheiten hätten
beibehalten können. Wie der Tab. B.3 zu entnehmen ist, konnten tatsächlich
Produkte gefunden werden, deren δ13CVPDB-Werte nahezu −20h erreichen.
Die meisten Werte von Milchprodukten liegen jedoch deutlich darunter. Daher
wurden vor allem Meeresfisch (Thunfisch, Thunnus spp.) und Meeresfrüchte
als Eiweiß- und Cholesterolquelle verwendet. Diese wiesen sämtlich hinrei-
chend hohe 13C/12C-Verhältnisse auf (Median −16,49h). Bei den für die
Studie geeigneten Meeresfrüchten handelte es sich meistens um Octopus (Oc-
topus vulgaris), Sepien (Sepia spp.) und Kalmare (Loligo spp.). Ferner konnten
relativ hohe δ13CVPDB-Werte für einige Muscheln und Crustaceen ermittelt
werden. Leider war eine taxonomische Einordnung hier nicht möglich.
Der Median der δ13CVPDB-Werte aller für die cholesterolhaltige Ernährung
verwendeten Produkte betrug schließlich −17,24h. Der entsprechende Wert
der homogenisierten Mahlzeiten betrug −16,23h. Diese Werte liegen jeweils
unterhalb derjenigen der cholesterolfreien Nahrung. Sie sind aber für die hier
verfolgten Zwecke immer noch bei weitem ausreichend .
7.3.3 13C/12C-Verhältnisse von Cholesterol aus
Nahrungsmitteln
Abb. 7.4 zeigt die 13C/12C-Verhältnisse von Cholesterol und verestertem Cho-
lesterol aus verschiedenen Quellen im Vergleich zum gesamten 13C/12C-Ver-
hältnis. Es handelt sich sämtlich um Cephalopoden. Die Daten wurden nach
der Gattung gruppiert.
Der δ13CVPDB-Wert des gesamten Materials beträgt im Mittel−16,0h. Dem-
gegenüber sind Cholesterol und verestertes Cholesterol um −6,4h, bzw. um
−7,1h abgereichert. Beide Differenzen sind hoch signifikant (p jeweils <
0,001, LME). Dieses Ergebnis widerspricht Befunden, wonach 13C/12C-Ver-
hältnisse von Cholesterol in etwa dem 13C/12C-Verhältnis der Gesamtbiomas-
se entsprechen [86,100]. In diesen Studien wurden vor allem Säugetiere unter-
sucht. Diese sind in der Lage, Cholesterol de novo aus Acetyl-CoA zu synthe-
tisieren. Interessant ist allerdings, dass MENDELSOHN et al. auch Cholesterol
aus Krebsen (Crustacea) untersuchten und eine deutliche 13C-Abreicherung
im Cholesterol fanden [100]. Die Autoren konnten hierfür jedoch keine Erklä-
rung finden und interpretierten den Befund als methodischen Fehler.
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Abbildung 7.4: δ13CVPDB-Werte der Gesamtbiomasse (Total), des frei-
en Cholesterols (Chol) und der veresterten Cholesterolfraktion (CholE)
verschiedener für 13C-angereicherte Ernährung verwendeter Cephalopo-
den
Crustaceen sind jedoch vermutlich grundsätzlich nicht zur de novo Biosynthe-
se von Cholesterol in der Lage. Bei den taxonomisch nahe verwandten Insek-
ten (Hexapoda) ist dies seit langem bekannt, obwohl auch sie auf Choleste-
rol angewiesen sind [23]. Der Speckkäfer Dermestes vulpinus ist nicht in der
Lage Cholesterol oder Squalen aus 14C-markiertem Acetat zu synthetisieren.
Gleichzeitig kann in der Nahrung fehlendes Cholesterol weder durch Squalen
noch durch Mevalonat ersetzt werden. Offenbar fehlen also mehrere Enzyme
aus dem Mevalonat-Weg. Dies betrifft vermutlich sämtliche Insekten [122].
Carnivore Insekten sind daher offensichtlich auf Cholesterol aus der Nahrung
angewiesen. Phytophage Arten erzeugen Cholesterol dagegen durch Dealkylie-
rung von Phytosterolen [80]. Für die Crustaceen Cancer pagurus und Astacus
astacus liegen gleichartige Befunde wie für D. vulpinus vor [118, 167]. Mög-
licherweise sind Arthropoden [166, 168], und vor allem die marinen Vertreter
dieser Gruppe, grundsätzlich nicht zur de novo Synthese von Cholesterol fä-
hig [57].
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Über das Ausmaß der de novo Biosynthese von Cholesterol bei Cephalopo-
den scheint nur wenig bekannt zu sein. Von sechs untersuchten Spezies waren
immerhin vier nicht zur Synthese des Sterol-Gerüsts in der Lage [57]. O. vul-
garis enthält jedoch beträchtliche Mengen Cholesterol [158]. Die hier unter-
suchten Cephalopoden-Gattungen gelten allgemein als opportunistische Prä-
datoren, sodass vielfältige Quellen für das Cholesterol in Frage kommen. Für
die in der kommerziellen Fischerei relativ bedeutenden Kalmar-Arten L. vulga-
ris und L. forbesi liegen Daten zum Beutespektrum vor [67]. In beiden Fällen
bildeten Fische mehr als 70 % der Beutetiere.
Abb. 7.5 zeigt die 13C/12C-Verhältnisse der Gesamtmasse, des Cholesterols
und der Cholesterolester aus homogenisierten Mahlzeiten. Es ist dasselbe Mus-
ter wie bei den Cephalopoden zu erkennen. Jedoch enthielten die Mahlzeiten
auch marine Fische. Mehr als die Hälfte der untersuchten Mahlzeiten enthiel-
ten Thunnus spp. als einzige Cholesterolquelle (vgl. Tab. B.4).
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Abbildung 7.5: δ13CVPDB-Werte des Gesamtmaterials (Total), des frei-
en Cholesterols (Chol) und der veresterten Cholesterolfraktion (CholE)
verschiedener für 13C-angereicherte Ernährung Nahrungsmittel und Ge-
richte.
Diese Sachlage wirft in Verbindung mit den hier gezeigten 13C/12C-Verhält-
nissen des Cholesterols Fragen bzgl. der ursprünglichen Cholesterolquelle in
marinen Ökosystemen auf. Es kommt durchaus in Betracht, dass der überwie-
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gende Beitrag des Cholesterolgerüsts aus Primärproduzenten, d. h. aus Phyto-
plankton stammt. Die trophische Verbindung zwischen Phytoplankton und hö-
heren trophischen Stufen wird überwiegend durch Crustaceen vermittelt, die,
wie gesagt, das Sterolgerüst vermutlich nicht synthetisieren können.
Diese Befunde sind für die Interpretation der im Folgenden präsentierten Da-
ten von Bedeutung. Es wurden keine aus Säugetieren gewonnenen Produkte
verwendet. Vielmehr entstammten alle tierischen Produkte ausschließlich ma-
rinen Quellen. Insgesamt ist während der CHOL+-Phase von einer deutlichen
13C-Abreicherung des exogenen Cholesterols relativ zur Diät auszugehen.
Über die hier betrachteten taxonomischen Grenzen hinweg ist zu erkennen,
dass das veresterte Cholesterol einheitlich gegenüber freiem Cholesterol 13C-
abgereichert ist (ca. 0,7h, s. o.). Diese beiden Kompartimente stehen über die
durch das Enzym Acyl-CoA–Cholesterol-Acyltransferase (ACAT) vermittelte
Reaktion in einem dynamischen Gleichgewicht [93]. Diese Daten sprechen für
einen relativ starken Gleichgewichtsisotopeneffekt, ibs. wenn berücksichtigt
wird, dass vermutlich nur wenige C-Atome am Cholesterolgerüst an der Reak-
tion beteiligt sind. Dies könnte z. B. dazu führen, dass Steroide bei vermehrter
Synthese aus Cholesterylestern zunächst einer geringen 13C-Abreicherung un-
terliegen.
7.3.4 Anekdotische Befunde
Das Befinden der Versuchspersonen wurde von vornherein nicht systematisch
erfasst. Während der veganen Ernährung berichteten die Versuchspersonen je-
doch wiederholt von gesundheitlichen Einschränkungen. Vor allem wurden die
folgenden Symptome berichtet:
• Unangenehm harter und gelb gefärbter Stuhlgang (VP-3, VP-7).
• Allgemein reduzierte körperliche u. sportliche Leistungsfähigkeit (VP-2,
VP-3).
• Muskelkrämpfe, ibs. während des Trainings (VP-2).
• Erhöhte Anfälligkeit für kleinere Infekte, ibs. Erkältungen (VP-2).
• Permanentes Hungergefühl, trotz reichlicher Nahrungsaufnahme (VP-2,
VP-3, VP-6, VP-7, VP-9).
Auffällig ist, dass vor allem die männlichen Versuchsteilnehmer, und hier wie-
derum die Ausdauersportler mit besonders hohen Trainingsumfängen (VP-2,
VP-3) über Beschwerden berichteten. Die allgemeinen Beschwerden wurden
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bei VP-3 als zu stark empfunden, um den Versuch fortsetzen zu können. Dem-
gegenüber konnte VP-2 an dem Versuch weiter teilnehmen, obwohl die Trai-
ningsumfänge und -intensitäten in vergleichbaren Größenordnungen lagen. VP-
2 ernährte sich im Gegensatz zu VP-3 seit vielen Jahren vegetarisch.
Da allgemein die männlichen Teilnehmer häufiger und stärker von Problemen
betroffen zu sein schienen, wurden die beiden weiblichen Teilnehmer (VP-1,
VP-8) an der vegan ausgelegten Teilstudie gezielt befragt. Sie berichteten aus-
drücklich über keinerlei Beschwerden oder sonstige Auffälligkeiten. VP-1 und
VP-8 ernährten sich jedoch ohnehin seit langer Zeit überwiegend vegetarisch.
Bei der gemischten Ernährung während der CHOL+-Teilstudie berichteten
keiner der Teilnehmer über spezifische körperliche Auffälligkeiten. Allgemein
schien die ungewohnte Ernährung aber in einer gewissen Appetitlosigkeit zu
resultieren, sodass vereinzelt leichte Gewichtsverluste zu verzeichnen waren
(s. Abb. 7.7).
7.3.5 Gewichtsentwicklung der Versuchspersonen
Die Abbildungen 7.6 und 7.7 zeigen die Entwicklung der Fettmasse und der
fettfreien Masse der einzelnen Versuchspersonen während der Ernährungsum-
stellungen. Abb. 7.6 zeigt die Daten, die bei cholesterolfreier Ernährung ge-
wonnen wurden. Abb. 7.7 zeigt diejenigen, die bei cholesterolhaltiger Ernäh-
rung gemessen wurden.
Beide Parameter – Fettmasse und fettfreie Masse – wurden für beide Versuchs-
teile individuell normalisiert. Hierbei wurden die jeweils letzten vor Untersu-
chungsbeginn gemessenen Werte auf 100 % gesetzt. Falls dies nicht möglich
war, wurde der jeweils früheste Wert verwendet. Auf eine inferenzstatistische
Auswertung, bzw. auf eine Modellierung der Daten wurde verzichtet, da die
Verläufe individuell sehr stark von einander abwichen. Stattdessen wurden die
Daten zur Visualisierung mit dem nicht-parametrischen lowess-Algorithmus
geglättet [24, 25].
Der Abb. 7.6 ist zu entnehmen, dass bei den meisten Versuchspersonen wäh-
rend der veganen Ernährung eine deutliche Gewichtsabnahme zu verzeichnen
war. Dies betrifft beide gemessenen Parameter. Die Verläufe sind individuell
unterschiedlich. Am stärksten sind allgemein die männlichen Versuchsteilneh-
mer betroffen. Bei diesen fällt zusätzlich die Fettmasse deutlich stärker ab als
die fettfreie Masse.
7.3 Ergebnisse und Diskussion 103
Zeit [h]
R
el
at
ive
 M
as
se
 [%
]
70
80
90
100
110
0 200 600
l
l
l
l
l
l
l
l
ll
l
l
ll
l
ll
l
l
M/VP−2
0 200 600
l
l
l
l
l
l
ll
M/VP−3
0 200 600
l
l
ll
l
l
l
l
l
l
l
ll
l
ll
l
l
M/VP−6
0 200 600
l
l
l
l
l
l
l
l
ll
l l
M/VP−7
0 200 600
ll
lll
l
l
l
l
M/VP−9
0 200 600
lll
llll
ll
l
l
ll
l
l
W/VP−1
0 200 600
l
l
l
ll
l
l
l
l
l
l
l
ll
l
l
l
l
W/VP−8
Fett
Fettfreie Masse
l
Abbildung 7.6: Individuelle Verläufe der relativen fettfreien Masse
und der relativen Fettmasse der Versuchspersonen während der 13C-
angereicherten, cholesterolfreien Ernährung. Die Werte wurden jeweils
bei Studienbeginn auf 100 % normalisiert. M: männliche Versuchsperso-
nen; W: weibliche Versuchspersonen; VP: Versuchsperson.
Bei den beiden hoch trainierten Versuchspersonen VP-2 und VP-3 betrugen die
Anteile des Fetts an der Körpermasse bereits bei Beginn der Untersuchung le-
diglich jeweils 7,3 und 7,0 %. Diese Versuchspersonen zeigten auch den stärks-
ten relativen Abfall der Fettmasse. Bezogen auf den Anfangswert betrug er bei
VP-2 nahezu 40 %. Bei VP-3 betrug er immer noch über 20 %, wobei dieser
Wert bereits nach ca. 300 h erreicht wurde. VP-3 brach den Versuch anschlie-
ßend ab. Der absolute Verlust lag dabei in der Größenordnung der anderen
Versuchspersonen.
Bei diesen Versuchspersonen wurden minimale relative Körperfettanteile von
4,6 %, bzw. 5,5 % erreicht. Zwar ist die Richtigkeit dieser Werte aufgrund des
vergleichsweise ungenauen Messverfahrens grundsätzlich fragwürdig. Es lie-
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fert nur im Längsschnitt sinnvolle Werte. Dennoch muss erwähnt werden, dass
eine relative Fettmasse von 4 % bis 6 % als kritische untere Grenze betrachtet
wird. In diesen Bereichen tendieren trainierte Männer zunehmend zum Abbau
fettfreier Körpermasse und elementare mechanische und physiologische Funk-
tionen des viszeralen Körperfetts können nicht mehr aufrecht erhalten wer-
den [54].
Die weiblichen Teilnehmer VP-1 und VP-8 zeigen dagegen nur relativ gerin-
ge Gewichtsabnahmen. Qualitativ sind die Gewichtsverläufe darüber hinaus
in zweierlei Hinsicht auffällig. Nur bei VP-1 sind die Verläufe für Fett und
fettfreie Masse nahezu identisch. Bei VP-8 steigen beide gemessenen Massen
gegen Ende der Studie tendenziell wieder an und erreichen etwa das Ausgangs-
niveau.
Bei den anderen Versuchspersonen lagen die Verluste der Fettmasse jeweils et-
wa in einem Bereich von 10 % der Anfangswerte, wenn man die angepassten
Werte zugrunde legt. Diese Verluste sind immer noch bedeutsam. Eine Aus-
nahme bildet VP-1, bei welcher nur etwa ein Verlust von 3,2 % anzunehmen
ist.
Demgegenüber ändert sich die fettfreie Masse bei den meisten Versuchsperso-
nen bei weitem nicht so stark wie das Körperfett. Dennoch ist einheitlich ein
erheblicher Trend zur Reduktion der Körpermasse zu beobachten.
Eine detaillierte inferenzstatistische Auswertung dieser Daten wurde nicht vor-
genommen, bzw. konnte nicht vorgenommen werden. Allein aufgrund des un-
mittelbar beobachteten Fettabbaus ist aber davon auszugehen, dass sich min-
destens die männlichen Teilnehmer während der CHOL−-Phase in einem nen-
nenswerten Protein- und Energiedefizit befanden. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den subjektiven und anekdotischen Befunden aus Abschnitt 7.3.4.
Die während dieses Versuchs konsumierten Mahlzeiten wurden ganz überwie-
gend aus Zea mays und Sorghum sp. zubereitet (s. Tabellen B.1 u. B.2). Die-
se Nutzpflanzen zeichnen sich durch ihren geringen Proteingehalt, vor allem
jedoch durch ihre niedrige Wertigkeit in Bezug auf essentielle Aminosäuren
aus [165]. Besonders problematisch dürften dabei die geringen Konzentratio-
nen von Lysin sein.
Abb. 7.7 zeigt die Entwicklung der Gewichte während der CHOL+-Ernährung.
Es sind keine nennenswerten Gewichtsverluste zu erkennen. Zwar sind die Da-
ten lückenhaft, jedoch ist dieses Ergebnis gleichfalls konsistent mit den anek-
dotischen Befunden, wonach in dieser Phase keinerlei Beschwerden zu ver-
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Abbildung 7.7: Individuelle Verläufe der relativen fettfreien Masse
und der relativen Fettmasse der Versuchspersonen während der 13C-
angereicherten, cholesterolhaltigen Ernährung. Die Werte wurden je-
weils bei Studienbeginn auf 100 % normalisiert. Maßstäbe und Bezeich-
nungen identisch zu Abb. 7.6.
zeichnen waren (s. Abschnitt 7.3.4). Nennenswerte Energie- oder Nährstoffde-
fizite sind daher nicht zu befürchten.
Allgemein wird angenommen, dass hepatisches Cholesterol aus LDL- und VLDL-
Lipoproteinen als Substrat für die Steroidbiosynthese dient (vgl. Abschnitt
3). Bei Hunger wird jedoch die Cholesterol-Biosynthese durch Hemmung des
Schlüsselenzyms HMG-CoA–Reduktase erheblich reduziert [38, 84, 85]. Als
Mechanismus kommt eine Hemmung des Enzyms durch Glucagon in Betracht
[38, 39]. Dies ist mit Befunden in Übereinstimmung zu bringen, wonach bei
Hunger, bei geringem Fettangebot oder hohem Faseranteil in der Nahrung die
Biosynthese von Androgenen reduziert wird [41, 70].
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Zumindest bei den männlichen Untersuchungsteilnehmern ist daher anzuneh-
men, dass es unter den CHOL−-Bedingungen zu einer Einschränkung mindes-
tens der hepatischen HMG-CoA–Reduktase-Aktivität kam. Dies würde auch
zu reduzierten Synthese- und Austauschraten der endogenen Steroide führen
7.3.6 Dynamik der 13C/12C-Verhältnisse in endogenen
Steroiden
Ursprünglich wurde angestrebt, die Daten sämtlicher Versuchspersonen durch
ein gemeinsames Modell zu analysieren. Dies war aufgrund der interindividu-
ell stark abweichenden Kurvenformen jedoch nicht möglich.
Lediglich die Daten von VP-6 und VP-9 erlaubten eine Analyse mittels des
offenen Einkompartimentmodells. Die anderen Datensätze zeigten entweder
offensichtliche Abweichungen von der zu erwartenden Kurvenform (vgl. Abb.
7.1), oder aber die Anpassungen mittels des NLME- oder GNLS-Algorithmus
konvergierten nicht.
7.3.6.1 Einkompartimentmodelle
Wie im Abschnitt B.2 hergeleitet wird, verwendet man für das hier bearbeitete
Problem anstatt der Gleichung (7.1) mit Vorteil die äquivalente Formulierung
gemäß Gleichung (B.9)
δ13C(t) = (δ13C(0) + ∆δ13C)−∆δ13C · e−kt.
δ13C(t) ist der δ13CVPDB-Wert zum Zeitpunkt t, δ13C(0) ist der δ13CVPDB-
Wert zum Zeitpunkt 0 und ∆δ13C ist die durch die Umstellung bewirkte Än-
derung.
Außerdem wurde aus technischen Gründen ln(k) anstatt k geschätzt (s. Ab-
schnitt B.2).
Versuchsperson Nr. 6 Von VP-6 liegen lediglich unter CHOL−-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-9 war männlich und ernährte sich grund-
sätzlich gemischt.
Das Einkompartimentmodell wurde mittels des GNLS-Algorithmus angepasst,
da bis auf die Residuen keine Zufallseffekte zu berücksichtigen waren. Abb.
7.8(a) zeigt die empirischen Daten und die angepassten Kurven.
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Während des Untersuchungszeitraums ist ein deutlicher Anstieg der 13C/12C-
Verhältnisse der endogenen Steroide zu erkennen. Da sich in der Nahrung keine
nennenswerten Mengen an Cholesterol befanden, muss der beobachtete An-
stieg der 13C/12C-Verhältnisse auf de novo Synthese zurückzuführen sein.
Es ist klar zu sehen, dass sich die Austauschraten der 13C/12C-Verhältnisse
zwischen den untersuchten Steroiden unterscheiden. Am schnellsten ändern
sich die beiden Androgenmetaboliten A und E. Die Corticosteroidmetaboliten
A11OH und E11OH ändern sich erheblich langsamer. Innerhalb dieser Paare
scheinen jeweils die 5α-Isomere einer schnelleren Änderung zu unterliegen.
PD zeigt die niedrigste Austauschrate.
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Abbildung 7.8: Zeitlicher Verlauf der δ13CVPDB-Werte urinärer endo-
gener Steroide nach Umstellung der Ernährung auf 13C-angereicherte
Produkte bei VP-6. Die Linien entsprechen dem angepassten offenen
Einkompartimentmodell. Die Koeffizienten des Modells sind in Tab. 7.2
zu finden.
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Das Modell mit unterschiedlichen Werten von δ13C(0) für die jeweiligen Ste-
roide war erheblich besser angepasst, als jenes mit nur einem gemeinsamen
Koeffizienten für alle Verbindungen (AIC 316,5 gegen 379,9; p < 0,0001;
Likelihood-Ratio-Test). Die Annahme unterschiedlicher Austauschraten ergab
eine weitere hoch signifikante Verbesserung der Anpassung (AIC 301,7 gegen
316,5; p < 0,0001; Likelihood-Ratio-Test).
Tab. 7.2 zeigt die Koeffizienten des als optimal betrachteten Modells. Die Span-
ne der Schätzwerte für ln(k) entspricht Werten von k von 2 × 10−4/h bis
4 × 10−4/h. Die abgeleiteten Werte für τ1/2 reichen von ca. 1590 h bis ca.
3840 h. Damit würde PD etwa halb so schnell ausgetauscht, wie A. Der Schätz-
wert für ∆δ13C ist unrealistisch hoch. Aus dem entsprechenden Standardfehler
geht jedoch auch hervor, dass der Betrag nur sehr ungenau abgeschätzt werden
kann.
Damit steht zunächst die Validität der Anpassung an sich in Frage. Daher wur-
de ein relativ niedriger, graphisch abgeschätzter Betrag für ∆δ13C von +5h
vorgegeben, und die Anpassung erneut durchgeführt. Erwartungsgemäß blie-
ben die Beträge für δ13C(0) numerisch nahezu unverändert. An dem, aus den
Modellvergleichen gewonnenen Befund, dass für die verschiedenen Steroide
sowohl unterschiedliche Werte von δ13C(0), als auch unterschiedliche Werte
von k erforderlich sind, änderte sich jedoch gleichfalls nichts.
Lediglich die Spanne der geschätzten Austauschraten k änderte sich auf 4 ×
10−4/h (PD) bis 9× 10−4/h (A) bei ansonsten unveränderter Reihenfolge. Die
Schätzwerte für τ1/2 änderten sich auf ca. 770 h bis 1730 h. Damit läge die
Beobachtungsdauer von 672 h aber immer noch eindeutig unterhalb von τ1/2.
Dies erklärt die fehlende Genauigkeit bei der Abschätzung von ∆δ13C.
Für diese Versuchspersonen darf daher mit großer Wahrscheinlichkeit ange-
nommen werden, dass sich die Austauschraten der betrachteten Steroide um
mindestens einen Faktor zwei unterscheiden können.
Es bietet sich an, den Verlauf der für die Dopinganalytik relevanten ∆δ13C-
Werte zu modellieren (hier A gegen PD, sowie A gegen A11OH). Dies kann
durch Subtraktion der jeweiligen Gleichungen vorgenommen werden. Die Abb.
7.8(b) zeigt die berechneten Verläufe der ∆δ13C-Werte. Die gleichfalls darge-
stellten 95 %-Vorhersagetervalle (PI) wurden durch GAUSS’sche Fehlerfort-
pflanzung aus den entsprechenden Intervallen der einzelnen Verbindungen ab-
geschätzt. Die empirischen ∆δ13C-Werte sind ebenfalls abgebildet. Die Kur-
venverläufe wurden zusätzlich auf 1500 h extrapoliert.
7.3 Ergebnisse und Diskussion 109
Tabelle 7.2: Koeffizienten des offenen Einkompartimentmodells für VP-
6. A: Androsteron, E: Etiocholanolon, A11OH: 11-Hydroxyandrosteron,
E11OH: 11-Hydroxyetiocholanolon, PD: Pregnandiol.
Verbindung 103 · δ13C(0) SE p
A −22,04 0,15 < 0,001
E −22,74 0,15 < 0,001
A11OH −21,98 0,16 < 0,001
E11OH −22,53 0,19 < 0,001
PD −22,29 0,15 < 0,001
103 ·∆δ13C SE p
11,24 17,35 0,518
Verbindung ln(k) SE p
A −7,74 1,70 < 0,001
E −8,05 1,66 < 0,001
A11OH −8,09 1,66 < 0,001
E11OH −8,60 1,63 < 0,001
PD −8,62 1,62 < 0,001
Der deutlich zu erkennende Anstieg der empirischen ∆δ13C-Werte wird er-
wartungsgemäß relativ gut abgebildet. Sollten die Modellannahmen zutreffen,
so wäre bis in einen Bereich von mindestens 1500 h immer noch mit einem
Anstieg der ∆δ13C-Werte zu rechnen. Wie zuvor dargestellt, wurden die Wer-
te von k möglicherweise unterschätzt. Die Kurvenverläufe im Bereich bis ca.
700 h würden sich jedoch auch bei jeweils doppelt so hohen Werten von k
kaum ändern.
Abb. 7.9 zeigt den Residuenplot des angepassten Modells. Die Modellvoraus-
setzungen sind sehr gut erfüllt, es lassen sich keine problematischen Trends
erkennen.
Abb. 7.10 zeigt die Residuen des Modells im Vergleich zur GAUSS-Verteilung
als QQ-Plots. Die Daten sind nach Verbindung gruppiert. Es lassen sich keine
nennenswerten Einwände gegen die GAUSS-Verteilungsannahme ableiten. Die
Verteilungen sind jeweils frei von Ausreißern und von nennenswerten Verzer-
rungen.
Die Modellanpassung, und dementsprechend der Befund, dass sich die Aus-
tauschraten k unterschiedlicher Steroide unterscheiden können, müssen daher
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Abbildung 7.9: Residu-
enplot des an die Da-
ten von VP-6 angepassten
Einkompartimentmodells.
als valide betrachtet werden. Es ist anzunehmen, dass es durch plötzliche und
große Änderungen der 13C/12C-Verhältnisse in der Nahrung tatsächlich zu si-
gnifikanten Vergrößerungen der ∆δ13C-Werte zwischen einzelnen Steroiden
kommen kann. Diese können ggf. auch die unter Abschnitt 5.3.3 (Tab. 5.6)
etablierten Referenzlimits überschreiten. Im vorliegenden Fall geschieht dies
nach ca. 500 h. Die Extrapolation der Kurven in Abb. 7.8(b) legt außerdem
nahe, dass diese Störung des Systems u. U. relativ lange anhalten kann.
Es ist allerdings zu betonen, dass es unwahrscheinlich ist, dass die hier vorlie-
genden experimentellen Bedingungen in der Praxis über einen Zeitraum von
vier Wochen und mehr beibehalten werden würden. VP-6 erlitt, wie die an-
deren männlichen Teilnehmer auch, einen erheblichen Gewichtsverlust (Abb.
7.6).
Die zuvor erwähnte mögliche Hemmung der HMG-CoA–Reduktase (Abschnitt
7.3.5) unter Hungerbedingungen dürfte für die Befunde mitverantwortlich sein.
Eine reduzierte Steroidproduktion würde die Werte für J in in Gleichung (B.4)
reduzieren. Verläuft die Ausscheidung von Steroiden, bzw. von Steroid-Glucu-
roniden näherungsweise nach einer Kinetik erster Ordnung, so sinkt zusätzlich
Jout in Gleichung (B.4), und zwar proportional zur Konzentration. Hieraus
folgt, dass k in Gleichung (B.5) zeitabhängig absinken muss. Bei igs. gleich-
mäßiger Reduktion der Steroidbiosynthese würden unterschiedliche Ausschei-
dungsraten ausreichen, um Differenzen der 13C/12C-Verhältnisse zu induzie-
ren. Dies wäre bei einer Kinetik erster Ordnung alleine dann gegeben, wenn die
Steroide in signifikant unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen würden.
Zwar wurden die Konzentrationen der einzelnen Steroide nicht bestimmt, da
eine nennenswerte Änderung der Steroidausschüttung nicht von vornherein in
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Abbildung 7.10: QQ-Plots der Residuen des an die Daten von VP-6 an-
gepassten Einkompartimentmodells.
Betracht gezogen wurde. Die hier vorgefundene Reihenfolge der jeweiligen
Werte von k stimmt jedoch etwa mit der der Konzentrationen überein, die üb-
licher Weise für diese Steroide gefunden werden [133]. Vor allem PD ist bei
Männern meistens in nur geringen Konzentrationen zu finden.
Die Reaktion auf Stress kann zu unterschiedlichen urinären Konzentrationen
von E und A führen. Ibs. scheint A unter Stress vermehrt produziert und aus-
geschieden zu werden [137]. Dies ist gleichbedeutend mit erhöhten Werten von
k im Vergleich zu anderen Steroiden. Würden Stresssituationen und Nahrungs-
umstellungen zusammentreffen, so wäre entsprechend mit einer Vergrößerung
der ∆δ13C-Werte zu rechnen. Dieses Szenario ist nicht unwahrscheinlich und
sollte ggf. bei der Beurteilung von Routineproben berücksichtigt werden.
Wie im Abschnitt 5.3.4 dargestellt wurde, ist die Reduktion von HMG-CoA
zu Mevalonat wahrscheinlich mit einem beträchtlichen KIE verbunden. Die-
ser Effekt würde sich bei Hemmung der HMG-CoA–Reduktase verstärken,
bzw. überhaupt erst manifestieren. Sollte dies hier tatsächlich der Fall sein,
so würden die Steroide analog zur oralen Kontrazeption gleichmäßig 13C-ab-
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gereichert. Daher könnte hier k unterschätzt werden. Die Werte von ∆δ13C
könnten durch diesen Effekt tatsächlich geringer ausfallen, als es den 13C/12C-
Verhältnissen der Nahrung eigentlich entsprechen würde.
Versuchsperson Nr. 9 Von VP-9 konnten Daten für cholesterolhaltige und
für cholesterolfreie Ernährung erhalten werden. VP-9 war männlich und er-
nährte sich grundsätzlich gemischt.
Abb. 7.11(a) zeigt den Verlauf unter Bedingung CHOL−, Abb. 7.11(b) den
unter Bedingung CHOL+.
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Abbildung 7.11: Zeitlicher Verlauf der δ13CVPDB-Werte urinärer en-
dogener Steroide nach Umstellung der Ernährung auf 13C-angereicherte
Produkte bei VP-9. Die Kurven entsprechen dem angepassten offenen
Einkompartimentmodell. Die Koeffizienten des Modells sind in Tab. 7.3
zu finden.
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Die Anpassung erfolgte grundsätzlich und ohne weitere Prüfung unter Annah-
me von Zufallseffekten zwischen den beiden experimentellen Bedingungen.
Diese wurden für δ13C(0) vorgegeben, da zwischen den beiden Teilexperimen-
ten von zufälligen Verschiebungen der 13C/12C-Verhältnisse in der Nahrung
auszugehen war. Daher wurde auch ein entsprechender Zufallseffekt für die
∆δ13C-Werte angenommen. Bei zufällig erhöhten Werten von δ13C(0) muss
∆δ13C entsprechend niedriger ausfallen, sodass sich negativ korrelierte Effek-
te in ähnlicher Größenordnung ergeben sollten.
Die geschätzte Zufallsstreuung für δ13C(0) betrug±0,29h. Dies erscheint re-
lativ gering und spricht für eine hohe Stabilität der Ernährungsgewohnheiten.
Dagegen beträgt die Zufallsstreuung für ∆δ13C mehr als ±0,7h und über-
steigt deutlich die zu erwartende Größenordnung. Die Streuung der Residuen
betrug ca. ±0,40h, was etwas oberhalb der Messgenauigkeit liegt und nahe
legt, dass weitere signifikante Faktoren als die hier analysierten existieren.
Unterschiedliche Werte von δ13C(0) wurden als fixe Effekte für die verschie-
denen Steroide vorausgesetzt, da dieses Phänomen aus den vorherigen Er-
gebnissen (Abschnitt 5) bekannt war. Die Bedingung CHOL+ führte zu ei-
ner signifikanten Änderung von ∆δ13C (AIC 275,0 gegen 277,9; p = 0,027;
Likelihood-Ratio-Test). Anschließend wurde geprüft, ob unterschiedliche Wer-
te von k für die Steroide anzunehmen sind. Dies führte zu keiner signifikanten
Verbesserung der Anpassung mehr. Die Annahme unterschiedlicher Werte von
k für CHOL+ und CHOL− führte zu einer Verbesserung von AIC (276,4 gegen
277,9). Der Likelihood-Ratio-Test blieb allerdings unsignifikant (p ≈ 0,06).
Dieses Ergebnis kann daher lediglich als mäßiger Hinweis auf eine Änderung
von k gewertet werden. Tendenziell ergab sich ein reduzierter Wert von k unter
CHOL−, diese Differenz war jedoch aufgrund des sehr hohen Standardfehlers
statistisch nicht mehr abzusichern. Gleichzeitig war der Wert von ∆δ13C dann
nicht mehr länger signifikant.
Es ist ibs. davon auszugehen, dass sich die 13C/12C-Verhältnisse verschiede-
ner Steroide bei dieser Versuchsperson im Gegensatz zu VP-6 jeweils parallel
ändern. Die Kurvenform bleibt unter den beiden Ernährungsregimes offenbar
auch grundsätzlich erhalten. Es scheint sich vor allem der Wert der Asympto-
te, bzw. von ∆δ13C zu ändern. Weitere Wechselwirkungen zwischen den fixen
Effekten konnten nicht identifiziert, bzw. nicht abgesichert werden.
Die Daten können durch das offene Einkompartimentmodell offenbar sehr gut
beschrieben werden. Abb. 7.3.6.1 zeigt den Residuenplot für die Anpassung.
Insgesamt streuen die Daten zufällig und sind erwartungsgemäß weitgehend
von den gemessenen Werten unabhängig. Die eingezeichnete Glättung der Re-
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siduen enthüllt allerdings einen geringfügigen Trend. Offenbar werden die be-
sonders niedrigen und hohen Werte jeweils geringfügig unterschätzt. Dennoch
lassen sich keine nennenswerten Einwände gegen das entwickelte Modell vor-
bringen.
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Abbildung 7.12: Residu-
enplot des an die Da-
ten von VP-9 angepassten
Einkompartimentmodells.
Abb. 7.13 zeigt die Residuen des Modells im Vergleich zur GAUSS-Verteilung
als QQ-Plots. Die Daten sind wie zuvor nach Verbindung gruppiert. Auch aus
dieser Darstellung folgt eine igs. sehr gute Modellanpassung. Es lassen sich
nur geringfügige Einwände gegen eine GAUSS-Verteilung der Residuen auffin-
den. Lediglich beim PD scheinen kleinere systematische Abweichungen vor-
zuliegen. In der Tat scheint der Kurvenverlauf für diese Verbindung durch das
Einkompartimentmodell nicht vollkommen ideal abgebildet zu werden. Dies
gilt aber lediglich unter der Bedingung CHOL− (Abb. 7.11(a)).
Tab. 7.3 zeigt die Koeffizienten des für VP-9 angepassten Modells. ln(k) wur-
de für alle Bedingungen und Verbindungen einheitlich mit −6,71 geschätzt
(k = 1,2×10−3/h). Dies entspricht ca. 569 h für τ1/2. Die Untersuchungsdauer
würde damit τ1/2 überschreiten, was die Schätzung der Koeffizienten verein-
facht. Die geschätzte Änderung der δ13C-Werte beträgt +4,5h unter der Be-
dingung CHOL+. Unter CHOL− fällt ∆δ13C um 1,94h niedriger aus. Dieser
Effekt ist hoch signifikant (t = 7,64; 234 FG; p < 0,001). Die 13C/12C-Ver-
hältnisse der Nahrungsmittel unterscheiden sich dagegen nicht so stark (vgl.
Abb. 7.3). Außerdem lagen die δ13CVPDB-Werte der Nahrung während der
CHOL−-Phase tendenziell höher als während der CHOL+-Phase, sodass al-
lenfalls ein umgekehrter Effekt zu erwarten gewesen wäre.
Als mögliche Erklärung für diesen Widerspruch kommt wiederum eine Limi-
tierung der HMG-CoA–Reduktase, und damit eine 13C-Abreicherung in de
novo synthetisierten Steroiden durch einen KIE in Betracht. Die durch HMG-
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Abbildung 7.13: QQ-Plots der Residuen des an die Daten von VP-9 an-
gepassten Einkompartimentmodells.
CoA–Reduktase erzeugte theoretische maximale 13C-Abreicherung beträgt ca.
3,1h [96]. Die hier gefundene Differenz ist also aufgrund dieses Phänomens
denkbar, würde aber eine bereits sehr starke Limitierung und hohe intrazellu-
läre Substratkonzentrationen voraussetzen.
VP-9 litt gleichermaßen unter erheblichem Gewichtsverlust und berichtete auch
von starkem Hunger während der CHOL−-Phase (s. Abb. 7.6). Dies wäre auch
konsistent mit der oben erwähnten Tendenz zu geringeren Werten von k unter
den CHOL−-Bedingungen.
Die Schätzungen für k und ∆δ13C lassen sich aber nicht vollkommen unab-
hängig voneinander vornehmen. Zumindest dann nicht, wenn sich das System
jenseits von τ1/2, aber noch relativ weit von der Asymptote entfernt befindet.
Es lässt sich daher nicht ausschließen, dass es auch bei VP-9 eigentlich zu einer
signifikanten Reduktion von k während der CHOL−-Ernährung kam.
Der Wert von k liegt allerdings immer noch erheblich oberhalb sämtlicher Wer-
te, die für VP-6 berechnet wurden.
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Tabelle 7.3: Koeffizienten des offenen Einkompartimentmodells für VP-
9. A: Androsteron, E: Etiocholanolon, A11OH: 11-Hydroxy-androster-
on, E11OH: 11-Hydroxyetiocholanolon, PD: Pregnandiol, CHOL+: cho-
lesterolhaltige Ernährung, CHOL−: cholesterolfreie Ernährung
Verbindung 103 · δ13C(0) SE p
A −21,65 0,233 < 0,001
E −22,89 0,233 < 0,001
A11OH −21,78 0,232 < 0,001
E11OH −22,81 0,232 < 0,001
PD −22,32 0,235 < 0,001
Experiment 103 ·∆δ13C SE p
CHOL+ 4,50 1,373 < 0,01
CHOL−
(relativ zu CHOL+) −1,94 0,253 < 0,001
ln(k) SE p
−6,71 0,498 < 0,001
Als weitere Erklärung für den zu geringen Anstieg der 13C/12C-Verhältnisse
während des CHOL−-Experiments kommt auch eine Verschiebung der Sub-
strate in Betracht. Einerseits könnten zunächst Cholesterylester rekrutiert wer-
den. Diese sind möglicherweise grundsätzlich gegenüber Cholesterol 13C-ab-
gereichert (s. Abschnitt 7.3.3). Dieser Effekt könnte bei kompletter Ausschöp-
fung dieses Kompartiments ca. 0,7h ausmachen, falls der Effekt über taxono-
mische Grenzen hinweg etwa gleich groß sein sollten. Zum anderen besteht die
Möglichkeit, dass vermehrt Acetyl-CoA aus Fettsäuren zur de novo Choleste-
rolsynthese dient. Dies erscheint bei der geänderten Ernährungslage und den
beobachteten Gewichtsverlusten durchaus plausibel. Es ist anzunehmen, dass
es grundsätzlich zu einer vermehrten Mobilisierung von Fettsäuren kam.
Es konnte bislang nachgewiesen werden, dass die Änderung ∆δ13C bei VP-
9 unter der Bedingung CHOL+ höher ausfällt als unter CHOL−. Betrachtet
man jedoch die δ13CVPDB-Werte des Nahrungscholesterols (Abbildungen 7.4
u. 7.5), so fällt auf, dass sie bereits deutlich unterhalb von δ13C(0) liegen.
Die Schätzungen der Asymptoten für die einzelnen Verbindungen belaufen
sich auf−17,15h (A),−18,40h (E),−17,28h (A11OH),−18,32h (E11OH),
sowie auf −17,83h (PD). Dies liegt allgemein etwas unterhalb des Medians
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der homogenisierten Mahlzeiten, jedoch bei weitem oberhalb der mittleren
Werte des Cholesterols von −25,98h (Chol), bzw. −26,21h (CholE).
Weder die jeweiligen Asymptoten, noch die Nahrungszusammensetzung, noch
die effektiven Werte des aufgenommenen Cholesterols lassen sich exakt be-
stimmen. Dies folgt allein aus den individuellen Nahrungspräferenzen, die nicht
kontrolliert werden konnten. Dennoch kann aus den Daten mit großer Sicher-
heit geschlussfolgert werden, dass das Nahrungscholesterol nicht nennenswert
zur Steroidbiosynthese beiträgt. Es erscheint mehr als fraglich, ob dies über-
haupt geschieht.
Es dürfte ausgeschlossen sein, dass das aus Cholesterol abgeleitete Pregnan-,
bzw. Androstan-Gerüst durch KIEs um einen derartigen Betrag gegenüber dem
Substrat 13C-angereichert werden kann. Hierzu sind zu wenige Kohlenstoffa-
tome an diesen Reaktionen beteiligt.
Es ist demnach davon auszugehen, dass wenigstens die hier betrachteten endo-
genen Steroide, bzw. deren Präkursoren grundsätzlich de novo, d. h, aus Koh-
lenhydraten, Fetten oder Aminosäuren synthetisiert werden.
7.3.6.2 Nicht-parametrische Auswertung
Die nicht-parametrische Auswertung von Daten lässt die Schätzung von Ko-
effizienten, welche die Form von Verlaufskurven beeinflussen grundsätzlich
nicht zu. Ein Vorteil besteht jedoch darin, dass beliebige Verläufe abgebildet
werden können. Somit können in jedem Falle qualitative Aussagen getroffen
werden.
Außerdem liegen von den meisten Versuchspersonen Urinproben vor, die jen-
seits der eigentlichen experimentellen Phase gesammelt wurden. Die entspre-
chenden Daten könnten mittels eines expliziten Modells nur noch sehr schwer
analysiert werden, da die Anzahl der Parameter ansteigt, und sich damit eine
Vielzahl von möglichen zusätzlichen Wechselwirkungen ergeben würde. Im
vorangehenden Abschnitt 7.3.6.1 wurden daher lediglich die während der Er-
nährungsumstellung gewonnenen Daten in die Datenanalyse einbezogen.
Mittels nicht-parametrischer Verfahren ist es unter solchen Bedingungen aber
meistens noch möglich Trends zu identifizieren.
Es ist darüber hinaus auch möglich, Konfidenzintervalle, bzw. Vorhersageinter-
valle zu bestimmen. Im Folgenden wurde daher gegenüber den Einkomparti-
mentmodellen grundsätzlich eine andere Darstellung gewählt. Um näherungs-
weise inferenzstatistische Aussagen zu ermöglichen wurden zusätzlich zu den
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angepassten Werten die 95 %-Konfidenzintervalle eingezeichnet. Aus diesen
wurden ggf. mittels GAUSS’scher Fehlerfortpflanzung die entsprechenden In-
tervalle für ausgewählte ∆δ13C-Werte gebildet. Es wurden jeweils die Diffe-
renzen von A gegen PD, sowie von A gegen A11OH gebildet. Diese werden in
der Dopinganalytik bevorzugt als Indikatoren für die Anwendung synthetischer
Steroide verwendet [161].
Der Befund, dass sich bei der Mehrzahl der Versuchspersonen kein Einkompar-
timentmodell anpassen ließ, legt nahe, dass je nach den individuellen physiolo-
gischen Bedingungen unterschiedliche Effekte zu den 13C/12C-Verhältnissen
endogener Steroide beitragen. Eventuell existieren, je nach individueller Kon-
stitution, auch tatsächlich unterschiedliche physiologische Kompartimente.
Versuchsperson Nr. 1 Von VP-1 liegen lediglich unter CHOL−-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-1 war weiblich, und ernährte sich üblicher-
weise überwiegend ovo-lacto-vegetarisch.
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Abbildung 7.14: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte endogener Steroide bei VP-1.
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Abbildung 7.15: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-1.
Abb. 7.14 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung, sowie während kurzer Intervalle davor
und danach.
Im Gegensatz zu den unter Abschnitt 7.3.6.1 behandelten Daten fällt der sig-
moide Verlauf der δ13CVPDB-Werte auf. Innerhalb der ersten 200 h scheinen
sich die δ13CVPDB-Werte nur langsam zu ändern. Hieraus ist evtl. zu folgern,
dass mehrere Kompartimente an der Biosynthese der endogenen Steroide betei-
ligt sind. Ferner kommt in Betracht, dass sich ein oder mehrere Kompartimente
nicht hinreichend schnell durchmischen.
A, E, und PD weisen näherungsweise parallele Änderungen auf. Diese Verbin-
dungen zeigen nur schwache Tendenzen zur Sättigung der 13C/12C-Verhält-
nisse. Demgegenüber verlangsamen sich die Änderungen der Corticosteroid-
metaboliten A11OH und E11OH bereits nach ca. 400 h deutlich. Nach 600 h
sind die Zuwächse der δ13CPDB-Werte nur noch schwach ausgeprägt. Beide
Verbindungen ändern sich aber ihrerseits parallel. Eine Erklärung für die sich
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verlangsamenden Änderungen von A11OH und E11OH kann nicht ohne Wei-
teres gegeben werden. VP-1 berichtete auch auf gezielte Nachfrage nicht von
Hungergefühl oder sonstigen Beeinträchtigungen.
Allerdings weist auch diese Versuchsperson einen leichten Gewichtsverlust
auf (Abb. 7.6), sodass Änderungen der Produktions- oder Ausscheidungsra-
ten durch Änderungen der HMG-CoA–Reduktaseaktivität nicht völlig ausge-
schlossen werden können.
Abb. 7.15 zeigt die Verläufe der ∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroi-
de während der Ernährungsumstellung.
Die Differenz zwischen A und PD ändert während der Studie sich praktisch
nicht. Dieser Wert ist auch nicht signifikant von 0 verschieden. Das Konfiden-
zintervall schließt 0 stets ein.
Dagegen kommt es durch die sich abflachende Zunahme der 13C/12C-Verhält-
nisse von A11OH nach 400 h zu einem Anwachsen der Differenz zwischen A
und A11OH. Bei Ende der Studie ist die Differenz signifikant angewachsen,
bleibt aber mit einem geschätzten Wert von ca. +1h immer noch klar inner-
halb der Referenzlimits (vgl Tab. 5.6).
Versuchsperson Nr. 5 Von VP-5 liegen lediglich unter CHOL+-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-5 war weiblich, und ernährte sich gemischt.
Abb. 7.16 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung. Der Verlauf der δ13CVPDB-Werte ist ein-
deutig nicht durch ein Einkompartimentmodell erklärbar. Im Gegensatz zu al-
len anderen Versuchspersonen sind hier nicht-monotone Änderungen zu erken-
nen.
Igs. ist eine sigmoide Kurvenform zu erkennen. Die anfänglichen Änderun-
gen der δ13CVPDB-Werte sind relativ groß. Nach ca. 300 h werden von A und
PD zwar bereits −20h erreicht, anschließend ändern sich die Werte von A, E
und PD jedoch kaum noch. Die Corticosteroidmetaboliten A11OH und E11OH
zeigen sogar einen deutlichen Abfall. Die Kurvenformen in dieser Gruppe un-
terscheiden igs. deutlich von denen der anderen Verbindungen.
Gleichzeitig fällt die große Streuung der Werte auf. I. d. R. erschienen die
Messungen jedoch valide und es konnten keine methodischen Probleme iden-
tifiziert werden. Daher muss davon ausgegangen werden, dass überwiegend
physiologische Gründe für die Streuung verantwortlich sind.
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Abbildung 7.16: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte endogener Steroide bei VP-5.
Eine weitere Auffälligkeit besteht in den relativ großen Differenzen zwischen
den 5α- und 5β-Isomerenpaaren. Dies betrifft A und E in gleichem Maße wie
A11OH und E11OH.
Aus Abb. 7.7 geht hervor, dass VP-5 ihr Gewicht und die Körperzusammen-
setzung während des Experiments kaum veränderte. Auch sonst gab es auf ge-
zielte Nachfrage keinerlei Berichte über physiologische oder gesundheitliche
Besonderheiten.
Für die unterschiedlichen Kurvenverläufe der Androgenmetaboliten und von
PD einerseits, sowie der Corticosteroidmetaboliten andererseits würde sich als
Erklärung anbieten, dass die verschiedenen Synthesewege unterschiedliche Sub-
strate bevorzugen. Zwar stammen bei Frauen auch die Androgene überwiegend
aus dem Adrenocortex, jedoch unterscheiden sich die Synthese- und Ausschei-
dungsraten temporär, verursacht durch circadiane Rhythmen und den Mens-
truationszyklus.
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Abbildung 7.17: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-5
Dies erklärt allerdings nicht den Abfall der 13C/12C-Verhältnisse vor allem
von A11OH und E11OH. Es ist diesbezüglich eher anzunehmen, dass Nah-
rungspräferenzen dafür verantwortlich zu machen sind. Eine strikte Harmoni-
sierung und Protokollierung der Ernährung wurde nicht vollzogen. Dies wurde
aus Gründen der Akzeptanz seitens der Versuchspersonen im Übrigen auch
nicht angestrebt.
Abbildung 7.17 zeigt die Verläufe der ausgewählten ∆δ13C-Werte. Vor allem
aufgrund der jeweils erheblichen Streuungen der δ13CVPDB-Werte lassen sich
keine signifikanten Trends identifizieren. Die Vorhersageintervalle der ∆δ13C-
Werte bleiben sämtlich innerhalb der Referenzlimits (Tab. 5.6).
Versuchsperson Nr. 8 Von VP-8 liegen Daten für beide experimentellen
Bedingungen vor. VP-8 war weiblich, und ernährte sich seit langer Zeit ovo-
lacto-vegetarisch.
7.3 Ergebnisse und Diskussion 123
Experminentelle
Ernaehrung
l A
E
PD
PI (α = 0.95)
−
25
−
24
−
23
−
22
−
21
−
20
−
19
−
18
10
3
×
δ1
3 C
VP
D
B
−200 0 200 400 600 800 1000
Zeit [h]
l
l
l
l
l
l ll
l
l
ll
l
l
l
l
l
l
l
l ll
l
l
l
ll
l
l
l
lll l
l
l
l
(a) Versuchsbedingung CHOL−.
Experminentelle
Ernaehrung
l A
E
PD
PI (α = 0.95)
−
25
−
24
−
23
−
22
−
21
−
20
−
19
−
18
10
3
×
δ1
3 C
VP
D
B
−200 0 200 400 600 800 1000
Zeit [h]
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l l
l
l
l
l
l
l
l
l
l l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
(b) Versuchsbedingung CHOL+.
Abbildung 7.18: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte von A, E und PD bei VP-8.
Abb. 7.18 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte von A, E und PD während
der Ernährungsumstellung. Abb. 7.18(a) zeigt die Entwicklung währen der der
CHOL−-Phase, Abb. 7.18(b) die während der CHOL+-Phase.
Abb. 7.19 zeigt die entsprechenden Verläufe der δ13CVPDB-Werte von A11OH
und E11OH.
Die Tendenz zu sigmoiden Verläufen ist unter allen Bedingungen und bei allen
Verbindungen deutlich zu erkennen. Dies machte die Anpassung mittels eines
Einkompartimentmodells unmöglich.
Obwohl die Änderungen demnach zunächst etwas verzögert einsetzen, sind
die igs. schnellen Anstiege und die dadurch erreichten hohen δ13CVPDB-Werte
auffällig. Keine andere Versuchsperson wies Werte von−18h und größer auf.
Diese Werte erreichen mindestens näherungsweise die der Nahrung, sodass bei
dieser VP eigentlich eine Sättigungstendenz zu erwarten gewesen wäre. Dies
ist jedoch kaum zu erkennen. Die jeweils scheinbar geänderten Kurvenformen
gegen Ende der experimentellen Phasen dürften eher darauf zurückzuführen
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Abbildung 7.19: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte von A11OH und E11OH bei VP-8.
sein, dass von dieser VP auch noch anschließend Daten erhoben wurden, so-
dass der bereits wieder einsetzende Abfall der 13C/12C-Verhältnisse zur Kur-
venanpassung beitrug.
VP-8 wies von allen Versuchspersonen das bei Weitem geringste Körperge-
wicht auf. Dies begünstigt allgemein einen schnellen Austausch der Kompar-
timente und kann daher die hohen erreichten 13C/12C-Verhältnisse und die
rapiden Anstiege erklären.
Besonders interessant ist der Vergleich zwischen den Bedingungen CHOL−
und CHOL+: Die Anstiegsgeschwindigkeiten, sowie die erreichten δ13CVPDB-
Werte sind jeweils nahezu identisch. Betrachtet man die Konfidenzintervalle,
v. a. im Vergleich der Abbildungen 7.18(a) und 7.18(b), so ergeben sich im
paarweisen Vergleich der einzelnen Verbindungen keinerlei statistisch signifi-
kante Unterschiede. Dies gilt besonders gegen Ende der experimentellen Phase.
Dieses Ergebnis unterstreicht eindrucksvoll die Hypothese, dass das Choles-
terol aus der Nahrung höchstwahrscheinlich nicht zur Steroidbiosynthese bei-
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trägt. Anderenfalls müssten die unter CHOL+ erreichten Werte aufgrund der
niedrigen 13C/12C-Verhältnisse des Nahrungscholesterols nachweisbar gerin-
ger ausfallen als unter CHOL−.
Betrachtet man die Gewichtsentwicklungen von VP-8 (Abb. 7.6 u. Abb. 7.6)
so fällt auf, dass sich besonders die fettfreie Masse unter beiden Bedingungen
so gut wie nicht ändert. Allerdings kam es zu Beginn der CHOL−-Teilstudie
zu einem merklichen Verlust der Fettmasse.
Dennoch ist vor allem im Gegensatz zu den männlichen Versuchspersonen
nicht davon auszugehen, dass es zu nennenswerten Beeinträchtigungen im Stoff-
wechsel kam. Die gezielte Nachfrage ergab tatsächlich keinerlei Auffälligkei-
ten. Die Ernährung selbst wurde auch nicht als große Beeinträchtigung oder
Umstellung wahrgenommen. Eventuell spielte hier auch die langjährige Ge-
wöhnung an überwiegend vegetarische Kost eine Rolle.
Betrachtet man die Verläufe von A11OH und E11OH (Abb. 7.19), fällt zu-
nächst die große Streuung der δ13CVPDB-Werte von A11OH auf. Die meisten
Messungen wurden daher gesondert geprüft. Es ließen sich jedoch keine Auf-
fälligkeiten identifizieren, die die Validität der Messungen infrage stellten. Die
Messung von A11OH und E11OH erfolgte gemeinsam aus dergleichen HPLC-
Fraktion, sodass bei analytischen Problemen auch eine erhebliche Streuung der
E11OH-Werte zu erwarten wäre. Dies ist jedoch nicht der Fall.
Diese Streuung ist also vermutlich physiologischen Ursprungs, eine unmittel-
bare Erklärung kann aber hierfür nicht gegeben werden.
Ein weitere Auffälligkeit ist durch den zunächst verzögerten, ab 400 h jedoch
stark beschleunigten Anstieg der δ13CVPDB-Werte gegeben (Abb. 7.19(a)).
Dies wäre am ehesten dadurch zu erklären, dass sich die beteiligten Komparti-
mente nicht schnell, bzw. nicht vollständig durchmischen. Als physiologische
Kompartimente kommen sämtliche in Abb. 3.3 Quellen in Betracht und eine
weitergehende Interpretation ist nicht ohne Weiteres möglich.
Versuchsperson Nr. 2 Von VP-2 liegen lediglich unter CHOL−-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-2 war männlich, und ernährte sich seit vielen
Jahren ovo-lacto-vegetarisch.
Abb. 7.22 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung, sowie während kurzer Intervalle davor
und danach.
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Abbildung 7.20: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte von A gegen PD bei VP-8
Wie bei VP-1 auch, ist bei VP-2 der allgemein sigmoide Verlauf der 13C/12C-
Verhältnisse dafür verantwortlich, dass sich ein Einkompartimentmodell nicht
anpassen ließ.
Die δ13CVPDB-Werte ändern sich für sämtliche Verbindungen nahezu paral-
lel. Ibs. gilt dies für die Androgenmetaboliten und PD. A11OH und E11OH
scheinen sich etwas verzögert, dann jedoch umso schneller zu ändern.
VP-2 besaß von allen männlichen Teilnehmern den geringsten Fettanteil und
die geringste Körpermasse (s. Tab. 7.1 u. Abb. 7.6). Gleichzeitig verfolgte er
während der Studie sein übliches Ausdauersportprogramm auf sehr hohem Ni-
veau. Im Vergleich zu den anderen Teilnehmern ist von einem deutlich höheren
relativen Umsatz auszugehen.
Dies sind Bedingungen, die eigentlich für einen schnellen Austausch physio-
logischer Kompartimente sprechen. Von daher muss erwartet werden, dass im
Vergleich zu den anderen (männlichen) Versuchspersonen während der CHOL−-
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Abbildung 7.21: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte von A gegen A11OH bei VP-8
Phase schnellere Anstiege und höhere Werte der δ13CVPDB-Werte der endo-
genen Steroide zu beobachten sind.
Dies ist jedoch nicht der Fall: Z. B. erreichen A und PD gegen Ende der
CHOL−-Phase ca. 20h (Abb. 7.22(a)).
Die Werte von VP-7 (s. Abb. 7.26(a)) liegen gegen Ende der Studie aber in ei-
nem vergleichbaren Bereich. Die Konfidenzintervalle würden sich über weite
Strecken überlappen. VP-7 besaß eine deutlich größere Körpermasse und trai-
nierte während des Experiments nur wenig. Dies legt noch einmal nahe, dass
für die Interpretation der 13C/12C-Verhältnisse weitere physiologische Effekte
außer dem reinen Austausch von Kompartimenten in Betracht gezogen werden
müssen. Vermutlich sind die Auswirkungen der Ernährungsumstellung gera-
de aufgrund der geringen Körpermasse von VP-2 gravierender als bei anderen
Teilnehmern. Dies wird durch den erheblichen Verlust an relativer Fettmasse
nahe gelegt (Abb. 7.6).
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Abbildung 7.22: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte endogener Steroide bei VP-2.
Vorrangig ist hier wiederum die Möglichkeit einer Hemmung, bzw. Regulation
der HMG-CoA–Reduktase zu nennen.
Abb. 7.23 zeigt die Entwicklung relevanter ∆δ13C-Werte bei VP-2.
Ein signifikanter Einfluss ist bei den Differenzen zwischen A und A11OH zu
erkennen. Leider fehlen einige frühe Daten der Corticosteroidmetaboliten. Die-
se scheinen sich igs. etwas verzögert zu entwickeln, sodass eine geringe tem-
poräre Vergrößerung der ∆δ13C-Werte resultiert. Die Daten liegen aber noch
innerhalb der Referenzlimits (Tab. 5.6).
Die Differenzen zwischen A und PD zeigen einen unsignifikanten, leicht an-
steigenden Trend. Dabei bleiben auch die Differenzen an sich unsignifikant,
d. h sie sind statistisch nicht von 0 verschieden.
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Abbildung 7.23: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-2
Versuchsperson Nr. 4 Von VP-4 liegen lediglich unter CHOL+-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-4 war männlich, und ernährte sich grund-
sätzlich gemischt und nach eigenem Bekunden vielfältig.
Abb. 7.24 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung. Leider ist die Datenlage relativ unvoll-
ständig, sodass weitreichende Interpretationen schwer möglich sind.
Zwei Befunde sind jedoch auffällig. Erstens vollziehen sich die Änderungen
der Androgenmetaboliten und von PD zunächst relativ schnell. Bereits nach
200 h kommt es aber scheinbar zu einer Verlangsamung. Zweitens scheint PD
etwas schneller zu reagieren als die anderen Steroide, was bei den anderen
männlichen Versuchspersonen so nicht zu erkennen ist.
Die aus den für A11OH und E11OH vorliegenden Daten abgeleiteten Kurven
sollten nicht überbewertet werden. Zwar liegen einige auffallend niedrige Wer-
te aus unabhängigen Messungen vor. Jedoch erscheint die Streuung der Werte
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Abbildung 7.24: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte endogener Steroide bei VP-4.
grundsätzlich sehr hoch. Möglicherweise ist der abfallende Kurvenverlauf da-
her ein Artefakt
Abb. 7.25 zeigt die Verläufe der relevanten ∆δ13C-Werte.
Sieht man von den genannten problematischen Werten von A11OH und E11OH
ab, so ändern sich die ∆δ13C-Werte nur unsignifikant. Sie bleiben stets unter-
halb der Referenzlimits.
Versuchsperson Nr. 7 Von VP-7 liegen lediglich unter CHOL+-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-7 war männlich, und ernährte grundsätzlich
gemischt.
Abb. 7.26 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung.
Auffallend ist der stark sigmoide Verlauf, der bei allen Steroiden zu erkennen
ist. Die Daten sind unter keinen Umständen durch ein Einkompartimentmo-
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Abbildung 7.25: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-4
dell zu erklären. Im Gegensatz zu allen anderen Versuchspersonen ändern sich
die 13C/12C-Verhältnisse bis ca. 300 h nach Ernährungsumstellung praktisch
nicht. E zeigt sogar einen leichten Abfall während dieses Intervalls, streut aber
auch im Gegensatz zu den anderen Verbindungen sehr stark. Lediglich A weist
auch unterhalb von 200 h einen leichten Anstieg auf.
Nach dieser Latenzzeit ändern sich die δ13CVPDB-Werte aller Verbindungen
relativ schnell. Bis zum Versuchsende werden Werte von ca. −20h erreicht.
Dies entspricht etwa den Werten der anderen männlichen Versuchspersonen.
Am ehesten ist dieser Verlauf durch Kompartimente zu erklären, die sich nicht
sofort und vollständig durchmischen. Für die angemessene Modellierung der-
artiger Phänomene würden zusätzlich Diffusionsterme benötigt [82]. Aufgrund
der großen Zahl von Unbekannten und der daraus resultierenden Anzahl von
Wechselwirkungen sind solche Modelle schwer zu formulieren und in der Pra-
xis auch kaum an empirische Daten anzupassen.
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Abbildung 7.26: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte endogener Steroide bei VP-7.
Eventuell besteht also ein nennenswerter Austausch der für die Biosynthese der
Steroide verwendeten Kohlenstoffpools mit peripherem Gewebe. Diese wür-
den ein oder mehrere Kompartimente repräsentieren, die sicherlich nicht un-
mittelbar durchmischt werden können. VP-7 besaß im Übrigen bei Versuchsbe-
ginn die höchste Körpermasse aller Teilnehmer. Möglicherweise existiert diese
Phänomen also auch bei anderen Versuchspersonen, fällt jedoch aufgrund re-
lativ kleiner Volumina nicht ins Gewicht.
Weiterhin kommt in Betracht, dass zunächst intrazelluläre Cholesterylester re-
krutiert werden, und dass aus der Peripherie mobilisierte Fettsäuren als Sub-
strat für die de novo Synthese der Steroide dienen. Bzgl. der interindividuellen
Variation der Größe derartiger Kompartimente, deren Ausschöpfung unter ver-
schiedenen physiologischen Bedingungen etc. ist praktisch nichts bekannt.
Abb. 7.27 zeigt den modellierten Verlauf der für die Dopinganalytik relevan-
ten ∆δ13C-Werte. Bei den Differenzen zwischen A und OHA (Abb. 7.27(a))
kommt es aufgrund der etwas früheren Reaktion von A innerhalb ca. der ersten
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Abbildung 7.27: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-7
200 h zu einem deutlichen Anstieg. Nach ca. 400 h sinken die ∆δ13C-Werte
wieder leicht ab. Die Referenzlimits werden nicht erreicht.
Die Differenzen zwischen A und PD (Abb. 7.27(b)) entwickeln sich relativ
kontinuierlich nach oben. PD reagiert gegenüber A leicht verzögert und ten-
diert auch früher zu einer Sättigung. Igs. darf die Änderung als relativ schwach,
aber signifikant betrachtet werden. Das untere 95 %-Konfidenzintervall liegt
gegen Ende der Untersuchung vollständig höher als zu Beginn.
Die Referenzlimits gemäß Tab. 5.6 werden jedoch nicht erreicht.
Versuchsperson Nr. 10 Von VP-10 liegen lediglich unter CHOL+-Bedin-
gungen gewonnene Daten vor. VP-10 war männlich, und ernährte sich grund-
sätzlich gemischt und vielfältig.
Abb. 7.28 zeigt die Verläufe der δ13CVPDB-Werte der endogenen Steroide
während der Ernährungsumstellung.
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Abbildung 7.28: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
δ13CVPDB-Werte, endogener Steroide bei VP-10.
Charakteristisch für VP-10 ist einerseits ein sofortiger und schneller Anstieg,
der ibs. zunächst keinerlei Tendenz zur Sättigung zu besitzen scheint. Im Ge-
genteil scheinen sich die Änderungen nach ca. 400 h tendenziell noch zu be-
schleunigen. Dieser Beschleunigung geht allerdings eine kurze Phase der Sta-
gnation voraus. Auch diese Kurvenform ist keinesfalls durch eine Einkompar-
timentmodell erklärbar.
Einerseits könnten zeitlich nacheinander verschiedene Kompartimente ausge-
tauscht werden. Dies wären aber relativ komplizierte und unwahrscheinliche
Hilfsannahmen. Vielmehr ist davon auszugehen, dass die eigentümlichen Kur-
venformen das Resultat von Nahrungspräferenzen sind.
Abweichend hiervon ändert sich E11OH zunächt sehr schnell, verlangsamt den
Anstieg der 13C/12C-Verhältnisse aber nach ca. 250 h (Abb. 7.28(b)). Offen-
bar existieren also auch bei dieser Versuchsperson durchaus unterschiedliche
Austauschraten für die verschiedenen Steroide.
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Abbildung 7.29: Nicht-parametrische Modellierung des Verlaufs der
∆δ13C-Werte ausgewählter endogener Steroide bei VP-10
Dies wird aus Abb. 7.29 sehr deutlich. Diese zeigt die modellierten Verläufe
der ∆δ13C-Werte. Ausgehend von einem relativ hohen Anfangswert sinkt die
Differenz zwischen A und OHA ab ca. 200 h kontinuierlich ab. Diese Än-
derung ist signifikant, denn gegen Ende der Untersuchung liegt das 95 %-
Konfidenzintervall vollständig unterhalb des Intervalls bei Untersuchungsbe-
ginn. Sinngemäß gilt das gleiche für die Differenzen zwischen A und PD, auch
wenn im strengen Sinne keine Signifikanz erreicht wird.
Besonders interessant ist, dass sich die Werte auf 0 zu bewegen. Zu Beginn der
Ernährungsumstellung liegen also jeweils signifikante Differenzen der 13C/12C-
Verhältnisse zwischen den beiden betrachten Steroiden vor. Diese liegen al-
lerdings klar innerhalb der Referenzlimits. Durch die Ernährungsumstellung
gleichen sich die 13C/12C-Verhältnisse offenbar an.
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7.3.7 Schlussfolgerungen
Aus den hier vorgelegten und diskutierten Befunden können die folgenden
Schlussfolgerungen gezogen werden.
• Es ist unwahrscheinlich, dass nennenswerte Mengen von Cholesterol aus
der Nahrung zur Steroidbiosynthese herangezogen werden. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass Steroide im menschlichen Körper grundsätzlich
und vollständig de novo synthetisiert werden. Dies beinhaltet die Syn-
these des Cholesterolgerüsts in der Leber, sowie in den steroidogenen
Zellen selbst.
• Die Beiträge verschiedener Substrate und verschiedener physiologischer
Kompartimente zur Steroidbiosynthese sind interindividuell vermutlich
sehr unterschiedlich.
• Die Austauschraten von Steroidhormonen können sich in bedeutendem
Umfang unterscheiden. Hierdurch kann es bei Umstellung der 13C/12C-
Verhältnisse in der Nahrung temporär zu deutlichen Unterschieden der
13C/12C-Verhältnisse zwischen urinären Steroiden kommen.
• Es ist anzunehmen, dass einmal etablierte Differenzen bei bestimmten
Personen aufgrund geringer Ausscheidungsraten sehr lange aufrechter-
halten werden können.
• Es ist auch bei extremer Ernährungslage unwahrscheinlich, dass kriti-
sche Differenzen erreicht werden, die fälschlich im Sinne eines Doping-
verstoßes beurteilt werden könnten. Dies ist jedoch andererseits nicht
ausgeschlossen. Mögliche Einflüsse der Ernährungslage und entsprechen-
der Umstellungen durch Reiseverhalten müssen ggf. kritisch gewürdigt
werden.
Teil IV
Anhang

A Funktionen für die
Berechnung von
Referenzlimits
Für die parametrische Berechnung von Referenzlimits nach SOLBERG und
GRÄSBECK [151] wurde eine eigene R-Funktion geschrieben. Diese Funktion
refval.gauss() liefert auch die Konfidenzintervalle für Referenzlimits.
Die Funktion, sowie eine generische print-Funktion print.refval()
ist in Listing A.1 zu finden.
Listing A.1: R-Funktion zur Berechnung parametrischer Referenzlimits
und entsprechender Konfidenzintervalle.
### ‘‘x’’: Stichprobenvektor, ‘‘a’’: Konfidenzniveau
### alpha, b Konfidenzniveau beta f. d. Limits,
### ‘‘mod’’gibt vor, ob oberes und unteres (‘‘ctr’’),
### nur das untere (‘‘lwr’’), oder nur das obere
### (‘‘upr’’) Referenzlimit berechnet werden.
refval.gauss <- function(x, a=.95, b=.9, mod="ctr"){
if(any(is.na(x))){
stop("NAs are not allowed!")}
if(a<=0 | a >=1 | b <=0 | b >=1){
stop("probability outside ]0,1[ !")}
test.mod <- charmatch(mod,
c("ctr","upr","lwr"))
mod <- c("ctr","upr","lwr")[test.mod]
if(!is.element(test.mod,1:3)){
stop("mod must be one of \"ctr\",\"upr\",\"lwr\"!
")}
ifelse(test.mod==1,
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f1 <- qnorm(c(a+(1-a)/2,(1-a)/2)),
f1 <- qnorm(a))
ifelse(test.mod==2,f1 <- c(NA,f1), f1 <- c(-f1,NA))
sx <- sd(x)
mx <- mean(x)
N <- length(x)
ref.lim <- mx + f1 * sx
se <- sqrt((2+qnorm(a+(1-a)/2)**2) *
(sx**2/(2*length(x))))
u <- qnorm((1+b)/2)
CI <- se * u
## Liste mit den Ergebnissen
out <- list(lwr=ref.lim[1],
upr=ref.lim[2],
CI=CI,
mod=mod,
a=a,
b=b,
N=N,
x=x)
class(out) <- "refval"
return(out)}
### Generische print-Funktion zur Darstellung
### der Ergebnisse von refval.gauss()
print.refval <- function(obj){
coeffs <- c(obj$lwr,obj$upr,obj$CI)
names(coeffs) <- c("lwr","upr",
paste("CI (",
obj$b * 100,"%)",sep=""))
cat("Reference Limits:\n",
"(",obj$mod," ",obj$a * 100,"%)","\n",sep="")
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print.default(format(coeffs[!is.na(coeffs)],
digits = 5),
print.gap = 2,
quote = FALSE)}

B Ergänzungen zur
Ernährungsstudie
(Abschnitt 7)
B.1 13C/12C-Verhältnisse der verwendeten
Nahrungsmittel
Die Tabellen B.1 bis B.4 beinhalten die δ13CVPDB-Werte, der Nahrungsmit-
tel, die für die Ernährungsstudie verwendet, bzw. vermessen wurden. Die Da-
ten sind zunächst nach Kategorie (C3-Pflanzen, C3-Pflanzen, Milchprodukte,
bzw. Wiederkäuer, unbekannt) sortiert. Innerhalb der Kategorien sind die Da-
ten aufsteigend nach δ13CVPDB-Werten sortiert. Es handelt sich jeweils um
Mittelwerte aus drei Messungen.
B.1.1 Cholesterolfreie Nahrung
Tabelle B.1 zeigt die δ13CVPDB-Werte von Produkten, die für die Zuberei-
tung cholesterolfreier Mahlzeiten verwendet wurden. Tabelle B.2 zeigt die ent-
sprechenden Werte von homogenisierten Gerichten und Mahlzeiten, die für die
cholesterolfreie Diät verwendet wurden.
Tabelle B.1: δ13CVPDB-Werte (x¯) der Lebensmittel, die für die choleste-
rolfreie Ernährung verwendet wurden. C3: C3-Pflanze; C4: C4-Pflanze;
CAM: CAM-Pflanze; U: Unbekannte Quelle.
Nr. Produkt Kategorie 103 · δ13CVPDB
P-01 Quinoa C3 −26, 55
P-48 Ei-Ersatz (Kartoffelstärke) C3 −25, 50
P-34 Mais-Bier C4 −24, 42
P-13 Vollkornkeks/Hirse C4 −23, 88
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Tabelle B.1: δ13CVPDB-Werte der Lebensmittel, die für die Zubereitung
der cholesterolfreien Ernährung verwendet wurden. Fortsetzung.
Nr. Produkt Kategorie 103 · δ13CVPDB
P-07 Amaranth-Erdbeermüsli C4 −23, 75
P-20 Amaranth-Knäckebrot C4 −23, 45
P-06 Amaranth/Mais-Müsli C4 −22, 98
P-09 Amaranth-Riegel C4 −21, 66
P-41 Amaranth C4 −20, 53
P-05 Mais-Riegel C4 −20, 48
P-12 Amaranth-Schokoriegel C4 −19, 37
P-40 Mais-Kekse C4 −18, 64
P-61 Maistortilla Cheese C4 −18, 00
P-56 Maistortilla Natur C4 −17, 81
P-63 Maistortilla BBQ C4 −17, 68
P-42 Hirse-Honig-Poppies C4 −17, 55
P-25 Maistortilla C4 −17, 54
P-37 Maistortilla Chili C4 −17, 17
P-60 Maistortilla Natur C4 −16, 71
P-08 Hirsebrei C4 −16, 35
P-21 Maiskeimöl C4 −15, 64
P-62 Maistortilla Chili C4 −15, 60
P-04 Mais-Brot C4 −13, 50
P-02 Hirseflocken C4 −13, 40
P-68 Marmelade/Rohrzucker C4 −13, 27
P-54 Marmelade/Rohrzucker C4 −13, 13
P-70 Marmelade/Rohrzucker C4 −13, 01
P-03 Rohrzucker C4 −12, 88
P-64 Ananassaft C4 −12, 85
P-69 Marmelade/Rohrzucker C4 −12, 84
P-55 Hirse C4 −12, 73
P-10 Amaranth-Popcorn C4 −12, 58
P-71 Marmelade/Rohrzucker C4 −12, 57
P-17 Mais-Nudeln C4 −12, 46
P-22 Maisspeisestärke C4 −12, 46
P-16 Hirse C4 −12, 28
P-51 Mais-Brot C4 −12, 19
P-30 Maiskonserve C4 −12, 08
P-15 Mais-Cornflakes C4 −12, 04
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Tabelle B.1: δ13CVPDB-Werte der Lebensmittel, die für die Zubereitung
der cholesterolfreien Ernährung verwendet wurden. Fortsetzung.
Nr. Produkt Kategorie 103 · δ13CVPDB
P-14 Mais-Lutscher C4 −11, 73
P-18 Rohrzucker C4 −11, 73
P-29 Maiskolben C4 −11, 67
P-28 Rohrzuckerschnaps C4 −11, 65
P-33 Maismehl C4 −11, 46
P-66 Rum C4 −11, 33
P-11 Maispolenta C4 −11, 17
P-36 Rohrzucker C4 −10, 49
P-39 Brotaufstrich,
Rohrzucker/Mais/Ananas C4/CAM −22, 63
P-27 Ananas CAM −13, 64
P-31 Ananasstücke/getrocknet CAM −13, 01
P-35 Ananasstücke CAM −12, 63
P-32 Ananasscheiben CAM −11, 97
P-49 Ei-Ersatz U −20, 66
P-67 Powergel U −11, 60
Tabelle B.2: δ13CVPDB-Werte von Gerichten und Mahlzeiten für die
cholesterolfreie Ernährung (x¯± s).
Nr. Basis 103 · δ13CVPDB
G-38 Artischocke −26, 13
G-24 Hirse −20, 26
G-10 Hirse −20, 13
G-04 Mais −19, 75
G-32 Mais −19, 18
G-05 Mais −18, 08
G-12 Mais −17, 92
G-20 Hirse −17, 75
G-25 Hirse −17, 34
G-32 Mais −17, 18
G-16 Mais −17, 17
G-30 Hirse −17, 00
G-45 Mais −16, 90
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Tabelle B.2: δ13CVPDB-Werte von Gerichten und Mahlzeiten für die
cholesterolfreie Ernährung. Fortsetzung.
Nr. Basis 103 · δ13CVPDB
G-29 Mais −16, 69
G-23 Hirse −15, 82
G-06 Mais/Hirse −14, 91
G-07 Amaranth/Mais −14, 79
G-01 Mais −14, 63
G-34 Mais −14, 31
G-03 Mais −14, 30
G-17 Mais −14, 28
G-36 Mais −14, 28
G-02 Hirse −14, 22
G-35 Hirse −14, 03
G-13 Mais −13, 81
G-14 Amaranth/Mais −13, 75
G-08 Amaranth/Mais −13, 73
G-11 Hirse −13, 69
G-26 Mais −13, 65
G-09 Rohrzucker −13, 32
G-21 Mais −12, 59
G-28 Mais −12, 44
G-18 Mais −12, 21
G-37 Mais −11, 89
G-22 Mais/Hirse −11, 63
B.1.2 Cholesterolhaltige Nahrung
Tabelle B.3 zeigt die δ13CVPDB-Werte von Produkten, die für die Zubereitung
cholesterolhaltiger Mahlzeiten verwendet wurden. Tabelle B.4 zeigt die ent-
sprechenden Werte von homogenisierten Gerichten und Mahlzeiten, die für die
cholesterolhaltige Ernährung verwendet wurden.
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Tabelle B.3: δ13CVPDB-Werte (x¯) der Lebensmittel, die für die choleste-
rolhaltige Ernährung verwendet wurden. AV: Geflügel; C4: C4-Pflanze;
CAM: CAM-Pflanze; MAR: Fisch & Meeresfrüchte; RUM: Milchpro-
dukte/Wiederkäuer; U: Unbekannte Quelle
Nr. Produkt Kategorie 103 · δ13CVPDB
P-145 Hühnerei AV −20, 37
P-150 Hühnerei AV −20, 79
P-72 Hirse C4 −20, 45
P-140 Mais/Amaranth-Waffeln C4 −17, 24
P-157 Maiskeimöl C4 −15, 31
P-156 Cola-Fläschchen C4 −14, 20
P-158 Maismehl C4 −13, 66
P-159 Polenta C4 −13, 30
P-151 Gummibärchen C4 −13, 20
P-155 Cola-Fläschchen C4 −13, 09
P-160 Amaranth C4 −12, 59
P-138 Hirse C4 −12, 30
P-144 Gemüse-Mais C4 −12, 27
P-161 Mais-Popcorn C4 −12, 25
P-162 Rum C4 −12, 10
P-139 Rohrzucker C4 −12, 00
P-142 Polenta C4 −11, 63
P-141 Rohrzucker C4 −11, 57
P-143 Ananasstücke CAM −12, 95
P-149 Sepia sp. MAR −20, 43
P-148 Loligo sp. MAR −20, 04
P-177 Muscheln MAR −18, 75
P-126 Sepia sp. MAR −17, 51
P-115 Loligo sp. MAR −17, 47
P-120 Sepia sp. MAR −17, 36
P-111 Octopus sp. MAR −16, 97
P-146 Thunnus sp. MAR −16, 84
P-147 Octopus sp. MAR −16, 63
P-106 Garnelen MAR −16, 61
P-188 Loligo sp. MAR −16, 52
P-125 Loligo sp., Tentakeln MAR −16, 25
P-109 Thunnus sp. MAR −16, 21
P-112 Octopus sp. MAR −15, 93
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Tabelle B.3: δ13CVPDB-Werte der Lebensmittel, die für die cholesterol-
haltige Ernährung verwendet wurden. Fortsetzung.
Nr. Produkt Kategorie 103 · δ13CVPDB
P-114 Sepia sp. MAR −15, 81
P-127 Loligo sp. MAR −15, 52
P-124 Octopus sp., Tentakeln MAR −15, 50
P-123 Octopus sp., Tentakeln/Körper MAR −15, 31
P-105 Krabben MAR −15, 18
P-110 Octopus sp. MAR −15, 12
P-121 Octopus sp. MAR −15, 04
P-122 Loligo sp. MAR −14, 74
P-113 Octopus sp., Tentakeln MAR −14, 55
P-80 Butter RUM −28, 02
P-88 Joghurt RUM −27, 75
P-91 Butterkekse RUM −27, 42
P-87 Käse RUM −26, 19
P-84 H-Milch RUM −25, 58
P-86 Eifel-Milch RUM −25, 31
P-73 Butter RUM −24, 76
P-85 Vollmilch RUM −24, 75
P-75 Butter RUM −24, 74
P-74 Butter RUM −23, 46
P-82 Alpenmilch RUM −23, 44
P-77 Speisequark RUM −22, 96
P-90 Frischkäse RUM −22, 96
P-89 Joghurt RUM −22, 67
P-93 Milch RUM −22, 53
P-76 Frischkäse RUM −22, 50
P-78 Speisequark RUM −22, 22
P-79 Joghurt RUM −22, 16
P-83 H-Milch RUM −21, 99
P-81 Vollmilch RUM −21, 88
P-103 Bier U −22, 51
P-133 Tripex U −21, 29
P-154 Gummibärchen U −19, 75
P-152 Orangenpulver U −16, 33
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Tabelle B.4: δ13CVPDB-Werte von Gerichten und Mahlzeiten aus der
cholesterolhaltigen Ernährung (x¯± s).
Nr. Basis 103 · δ13CVPDB
G-49 Mais/Sepia sp. −20, 66
G-72 Hirse/Thunnus sp. −20, 09
G-55 Mais/Loligo sp. −18, 58
G-62 Mais/Thunnus sp. −18, 11
G-67 Mais/Thunnus sp. −17, 85
G-70 Hirse/Mais/Loligo sp. −17, 69
G-66 Mais/Loligo sp. −17, 48
G-63 Mais/Thunnus sp. −17, 06
G-71 Mais-Spaghetti/Hirse/Thunnus sp. −16, 85
G-53 Mais/Thunnus sp. −16, 37
G-68 Polenta/Thunnus sp. −16, 28
G-69 Mais-Spaghetti/Thunnus sp. −16, 25
G-61 Maismehl −16, 22
G-51 Mais/Loligo sp. −16, 02
G-50 Mais/Thunnus sp. −15, 99
G-60 Maismehl −15, 73
G-58 Mais/Hirse/Thunnus sp. −15, 58
G-59 Maismehl −15, 48
G-52 Hirse/Octopus sp. −15, 23
G-54 Mais/Sepia sp./Loligo sp. −14, 95
G-57 Mais/Octopus sp./Thunnus sp. −14, 91
G-65 Mais/Thunnus sp. −14, 60
G-56 Maismehl −13, 62
G-64 Maismehl/Ananas −13, 09
B.2 Modellentwicklung für die
Ernährungsstudie
Das einfachste Modell zur Abbildung von Änderungen des Isotopenverhältnis-
ses in urinären Steroiden nach Umstellung der Ernährung auf eine Kohlenstoff-
quelle mit abweichendem 13C/12C-Verhältnis ist das offene Einkompartiment-
Modell.
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CA
(t)
MA = VCA
(t)
JA
in
= Q × CA
in JA
out
= Q × CA
(t)
V
Abbildung B.1: Veranschaulichung des offenen Einkompartimentmo-
dells: V Volumen, Q Durchfluss (V · T−1), C(t) Konzentration zum
Zeitpunkt t, Cin Konzentration im Input.
Hierbei wird ein Volumen V permanent durch einen Durchfluss Q (Dimension
V · T−1) durchströmt. Nach der Austauschzeit V/Q ist das gesamte Volumen
ersetzt worden. In dem Volumen sei ein Stoff “A” gelöst, der zum Zeitpunkt
t = 0 die Konzentration C0A aufweist. Der Stoff sei ferner auch im zufließen-
den Volumen mit der konstanten Konzentration CinA gelöst. Es wird angenom-
men, dass sich das einströmende Volumen vollständig mit dem Volumen des
betrachteten Kompartiments mischt.
Die Massenbilanz des Stoffes A ergibt sich als Differenz des Zu- und Abflus-
ses. Der Zufluss (“Input”, J inA ) ergibt sich gemäß
J inA = Q · CinA . (B.1)
Der “Output” JoutA berechnet sich analog, jedoch ändert sich CA mit der Zeit:
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JoutA = Q · C(t)A (B.2)
Die zeitabhängige Massenänderung von A lässt sich nun als Differentialglei-
chung formulieren:
dMA
dt
= J inA − JoutA
= Q · CinA −Q · C(t)A
(B.3)
Abbildung B.1 stellt das Modell und seine Parameter in dieser Formulierung
dar.
Interessiert man sich für die Änderung der Konzentration, statt für die der Mas-
se, so ist die Gleichung durch V zu dividieren:
dCA
dt
= Q/V · CinA −Q/V · C(t)A (B.4)
Nimmt man Q und V – und damit ebenfalls Q/V – als konstant an, so lässt
sich Gleichung (B.4) zu
dCA
dt
= k · CinA − k · C(t)A (B.5)
vereinfachen. Da wie zuvor erwähnt auch der Input CinA als konstant angenom-
men wird, entspricht Gleichung (B.5) der linearen, homogenen Differential-
gleichung erster Ordnung
dy
dx
= R+ κ · y(x), (B.6)
die für κ 6= 0 die Lösung
y(x) = (y(0) +R/κ) · eκx −R/κ (B.7)
besitzt. Damit ergibt sich als Lösung für Gleichung (B.5)
C
(t)
A = (C
(0)
A − CinA ) · e−kt + CinA . (B.8)
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Da sich V , J und Q (s. Abbildung B.1) durch Änderung des 13C/12C-Verhält-
nisses in den untersuchten Größenordnungen praktisch nicht ändern, können
δ13CVPDB-Werte hier als Konzentration von 13C aufgefasst werden.
Darüber hinaus ist es für die hier verfolgten Zwecke sinnvoller, die Änderung
der δ13C-Werte gegenüber dem Basiswert zu betrachten. Der Wert im Input
kann nicht exakt bestimmt werden und unterscheidet sich vermutlich auch zwi-
schen den Probanden. Aus diesen Gründen wurde die Gleichung (B.8) nach
Gleichung (B.9)
δ13C(t) = (δ13C(0) + ∆δ13C)−∆δ13C · e−kt (B.9)
umgestellt.
In der Praxis ergaben sich jedoch Probleme bei der Anpassung, die dadurch
entstanden, dass k und ∆δ13C nicht unabhängig voneinenader aufgefunden
werden konnten. Dies führte zum Abbruch der Anpassung, bzw. zum Über-
schreiten der maximalen Iterationen. Solche Phänomene tauchen häufig auf,
wenn sich die Aymptote, bzw. in diesem Falle ∆δ13C, nicht hinreichend genau
schätzen lässt. Meistens ist das System dann noch zu weit von der Asymptote
entfernt.
Um den Wertebereich, ibs. für k einzuschränken, kann man dann z. B. ver-
suchen stattdessen den Logarithmus ln k aufuzfinden. Dazu braucht man k in
Gleichung B.9 lediglich durch exp k zu ersetzen.
Die entsprechende R-Funktion
OneCompD <- function(x,C0,dC,k) {
(C0 + dC) - dC * exp(-exp(k)*x)}
wurde schließlich verwendet, um mittels des NLME-, bzw. des GNLS-Algo-
rithmus die in Abschnitt 7.3.6.1 dargestellten Ergebnisse zu berechnen.
Eine nützliche Größe zur Chrakterisierung von Kompartimenten ist die Halb-
wertszeit τ1/2. Für t = τ1/2 erreichtC
(t)
A den Wert 1/2·(CinA +C(0)A ). Einsetzen
dieses Ausdrucks in Gleichung (B.8) ergibt
1/2 · (C(0)A + CinA ) = (C(0)A − CinA ) · e−kτ1/2 + CinA . (B.10)
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Die Parameter τ1/2 und k lassen sich dann aus Gleichung (B.10) durch Um-
stellung erhalten,
τ1/2 = − ln(1/2)−k ,bzw.
k = − ln(1/2)
τ1/2
.
(B.11)
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